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RÉSUMÉ 

L' urée a était largement considérée, comme un produit du déchet du 
métabolisme. Cependant, de manière similaire aux protéines à cuivre ( céruloplasmine 
et amine oxydase), 1 'urée et certains dérivés ont précédemment été considérés comme 
agents antioxydants et comme cardioprotecteurs. Ainsi nous avons lancé 1 ' hypothèse 
que l'urée, le biuret, et leurs complexes cuivriques, Cu(II)Urée2 et Cu(II)Biureb, 
pourraient présenter un effet neuroprotecteur contre le stress oxydatif. 

L'objectif principal était d ' investiguer le rôle de l' urée et des complexes 
cuivriques sur des cellules neuronales P 19 en absence et en présence d 'un stress 
oxydatif. L' élaboration d'une méthode améliorée basée sur le réactif Rouge Neutre à 
la place du test Bromure de 3-( 4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényle tetrazolium 
pour évaluer la viabilité des cellules neuronales P 19 en présence des agents cuivriques 
était un autre axe de ce projet de maîtrise. D'abord, les complexes de cuivre (Il) ont été 
synthétisés, leurs structures probables vérifiées par spectroscopie infrarouge à 
transformée de Fourier, diffraction de rayons X et analyse élémentaire. Ensuite, la 
capacité antioxydante et la biocompatibilité de 1 ' urée, du biuret et de leurs complexes 
à cuivre (II) ont été évaluées. Les résultats ont montré que les complexes cuivriques 
ont une activité antioxydante in vitro comparable à celle de 1 'urée et du biuret 
lorsqu'elle est testée avec les tests 1,1-diphényl-2,2-picrylhydrazyl et N ,N-diéthyl-p­
phénylènediamine. La capacité de piégeage d 'espèces radicalaires était en fonction de 
la concentration. Pour 1' évaluation de la viabilité cellulaire, les résultats de cette étude 
ont montré que les composés à cuivre (11) peuvent interagir avec le produit de la 
réduction mitochondriale du Bromure de 3-( 4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényle 
tetrazolium. Contrairement, le dosage par le test Rouge Neutre semble dépourvu 
d'effets d' interférence par des composés de cuivre. 

La biocompatibilité des composés a été évaluée par le test Rouge Neutre sur de 
neurones P19. Le biuret et les complexes à cuivre (II) présentaient une cytotoxicité 
modérée. Par contre, l' urée a également présenté une bonne biocompatibilité à des 
concentrations jusqu 'à 5 mM sur le modèle neuronal P19. En outre, il a été constaté 
que 1 'urée a un effet protecteur sur les neurones P 19 contre les dommages causés par 
les espèces réactives d'oxygène pour des concentrations comprises entre 0,5 à 5 mM. 
Les résultats obtenus peuvent être considérés comme innovateurs, en ajoutant des 
points de vue inédits sur 1 ' urée qui était considérée un déchet toxique. La nouveauté de 
nos résultats, dans le cadre de ce projet de maîtrise, est l'effet que l' urée, signalée 
comme agent antioxydant ayant une action cardioprotectrice à des concentrations 
physiologiques (2.5-7.5 mM), montre une action neuroprotectrice. Cet aspect est 
important considérant que les neurones sont particulièrement sensibles au stress 
oxydatif, 1 'une de cause de maladies neurodégénératives (Alzheimer et Parkinson). 

Mots clés : Urée, biuret, complexes à cuivre (Il) , neurones P 19, espèces réactives 
d 'oxygène, antioxydant, test de viabilité RN. 



INTRODUCTION 

L'urée, à hautes concentrations, provoque des perturbations dans de nombreux 

processus cellulaires. Cependant, à des concentrations phisiologiques, il a été monté 

que l'urée protège les organes vitaux (cerveau, foie, cœur) contre les dommages dus à 

la peroxydation lipidique. L'urée et ses dérivées ont été aussi montré jouer un rôle 

comme agentes antioxydants et cardioprotectuers, tout comme des proteines à cuivre 

( céruloplasmine et amine oxydase). Autres recherches rélévent le rôle de la 

céruloplasmine comme agent neuroprotecteur et neutomodulateur. 

La présence du cuivre dans la structure de ces protéines est indispensable pour leur 

fonctionnalité. Cependant, des applications pharmacologiques pour ces proteines 

d' origine animale ont des contraintes. Donc, il était intéresant d ' étudier des composés 

à cuivre de bas poids moléculaire avec un potentiel thérapeutique comme une solution 

alternative à cette problematique. Pour cela, 1 ' étude de la capacité antioxidante et de la 

biocompatibilité de l' urée, du biuret et des complexes: cuivre (II) urée (Cu (II) Urea2) 

et cuivre (II) biuret (Cu (II) Biuret2) est inclue dans le contexte de cette recherche. 

Également, le possible effect neuroprotecteur contre le stress oxydatif de l' urée à été 

étudié en utilisant de neurons P19 cornn1e modèle. 

Compte tenu de ces différents aspects, dans l' introduction, composée de trois chapitre, 

des informations sur 1 ' urée, ses dérivées et leurs complexes à cuivre (II) ainsi comme 

leur rôle dans les organismes vivants sont présentées. Les generalités sur le stress 

oxydatif, sur les antioxydants et sur les méthodes d ' évaluation des propriétés 

antioxydantes sont aussi exposées ainsi qu ' un bref aperçu sur le modèle cellulaire P 19 

et les differents tests pour mesurer la viabilité de neurons sont aussi abordés. 

Finalement, cette mise en contexte est suivie des hypothèses et objectifs du projet 

de recherche. 



CHAPITRE I 

L'URÉE, SES DÉRIVÉS ET LEUR RÔLE DANS LES ORGANISMES VIVANTS 

1.1 L'urée comme produit final du métabolisme 

Les protéines et les peptides exogènes provenant fondamentalement de 1 'alimentation 

doivent premièrement être hydrolysés avant d 'être absorbés. Différentes enzymes 

protéolytiques du tractus digestif combinent leur action pour hydrolyser les protéines 

ingérées permettant ainsi l' absorption des acides aminés. Les voies du catabolisme des 

aminoacides sont complexes et produisent nombreux intermédiaires qui participent 

comme précurseurs d 'autres constituants cellulaires (Lehninger et al, 1994). 

En général , le catabolisme des acides aminés conduit à la formation des cétoacides et 

d'ammoniac. La voie primaire d' élimination de l ' ammoniac en excès est un processus 

appelé le cycle de l' urée (également connu sous le nom de «cycle de l 'ornithine ») qui 

a lieu principalement dans le foie (Lehninger et al, 1994). De façon globale, une 

molécule d'urée est générée par la combinaison de deux molécules d 'ammoniac 

provenant de la dégradation terminale des acides aminés (l ' arginine, la citrulline et 

l'ornithine) avec une molécule de dioxyde de carbone (C02) en consumant quatre 

liaisons phosphate (Goodman, 2002). 

1.1.1 La biogenèse de l'urée 

Le cycle de l' urée (Fig. 1.1) est composé de quatre réactions. La première réaction se 

produit dans la matrice des mitochondries et les réactions suivantes se produisent dans 

-------- ---------



3 

le cytosol (Meijer et al , 1990). Le premier groupe aminé qui entre dans Je cycle est 

fourni sous forme d'ammoniac libre provenant de la désamination oxydative du 

glutamate par les mitochondries hépatiques. L ' ammoniac libre est alors utilisé en 

même temps que le co2 pour forn1er Je carbamoyl phosphate, réaction essentiellement 

irréversible, catalysée par la carbamoyl phosphate synthétase et dans laquelle deux 

molécules d' ATP (adénosine triphosphate) sont indispensables (Lehninger et al , 1994). 

Dans la première réaction du cycle, Je carbamoyl phosphate formé dans la mitochondrie 

hépatique cède sont groupe carbomoyl à l' ornithine pour former la citrulline, réaction 

qui est catalysée par l' ornithine carbamoyltransférase. La citrulline quitte la matrice 

mitochondriale et pénètre dans le cytosol où vont se passer les autres réactions du cycle 

de 1 ' urée (Meijer et al , 1990). 

La seconde réaction est catalysée par l' argininosuccinate synthétase, le deuxième 

groupe aminé indispensable dans la synthèse de 1 ' urée est fourni sous forme 

d' aspartate. Le groupe aminé de l'aspartate se condense avec l' atome de carbone du 

groupe carbamoyl de la citrulline en présence d ' A TP pour former 1 ' argininosuccinate. 

La troisième étape est catalysée par l ' argininosuccinate lyase qui clive 

l' argininosuccinate en fumarate et arginine. La dernière étape est catalysée par 

l' arginase qui clive l ' arginine pour produire l' urée et l' ornithine, complétant le cycle 

(Lehninger et al, 1994 ). 

L' urée est produite principalement à partir de 1 ' arginine dans le cycle de 1 ' urée au foie. 

Également, elle peut être formée à partir de la dégradation de l' acide urique ou de 

l' arginine (Campbell, 1997). Dans les tissus extrahépatiques, l' urée est aussi produite 

en tant que sous-produit de la synthèse de 1 ' ornithine à partir de 1 'arginine via 1 'arginase 

dans la première étape de la synthèse des polyamines (De Bandt et al , 2006). 
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Groupe aminé introduit par la 

gl utamate déshydr(€énase -·~-~---~~ ... 

Membrane in teme ~ 2ADP•P, 
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Figure 1.1 
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Schéma des quatre réactions du cycle de 1 ' urée. La première réaction se 
produit dans la matrice des mitochondries et les réactions suivantes se 
produisent dans le cytosol (d ' après Lelminger et al , 1994 ). 

Le principal rôle attribué à la biosynthèse de 1 ' urée est la régulation des troubles 

chroniques acide-base dans les organismes uréotéliques. En fait, Je cycle de l 'urée est 

une voie métabolique qui consomme relativement peu d'A TP et constitue une source 

unique des protons nécessaires pour la régulation du pH dans l' organisme 

(Atkinson, 1992). 

1.1.2 Principales caractéristiques de l'urée 

L' urée : CO(NH2)2, est une petite molécule polaire (60 Da) utilisée dans de nombreux 

domaines, tels que les industries agricoles, pharmaceutiques, chimiques et médicales. 

C' est une base faible qui forme des sels avec des acides et des complexes avec les 
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métaux de transition (Theophanides et al , 1987). Les trois structures de résonance de 

l' urée sont présentées dans la figure 1.2. Les deux atomes d'azote et l' atome d ' oxygène 

du groupe carbonyle de l' urée ont des doublets d'électrons non partagés. Donc, l' urée 

peut former de fortes liaisons d' hydrogène avec d ' autres molécules d' urée ou avec des 

molécules de solvants, ainsi que participer dans de liaisons covalentes de coordination 

(Ho use et al , 20 17). 

Figure 1.2 

.. G 
:0: 

Structures de résonance de l' urée (d ' après Theophanides, 1987). 

1.1.3 Bioélimination de l'urée 

L'ensemble des réactions biochimiques qui permettent la désamination des acides 

aminés conduit à la fonnation d' ammoniac. Étant très toxique, l' ammoniac est converti 

en urée, majoritairement dans le foie , et transporté par le sang vers les reins (Lehninger 

et al , 1994). L 'urée traverse les membranes cellulaires de deux façons fondamentales 

(Sands, 2003) : (i) à travers des pores aqueux non spécifiques, (ii) à travers des 

transporteurs de membrane spécialisés. Chez les mammifères , il existe deux types de 

transporteurs d'urée UT -A et UT-B. Les transporteurs UT -A sont principalement 

exprimés dans les cellules épithéliales rénales tandis que UT -B montre une distribution 

plus large dans les reins, le cœur, le cerveau, les testicules, les voies urinaires et d ' autres 

tissus (Li , et ai , 2012; Sands, 2003). Si bien la perméabilité de l' urée à travers la 

membrane lipidique cellulaire est très faible (4x10-6 emis), après un certain temps, 

l' urée peut diffuser lentement jusqu' à un état d' équilibre stationnaire (Weiner et al , 

2015). 
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Dans les reins, 1 ' urée est fondamentalement éliminée par filtration glomérulaire (Klein, 

Blount, & Sands, 2011). En général , 30 % à 50 % de l' urée filtrée est éliminée. 

L' excrétion de l' urée est un processus complexe dans lequel différents solutés comme 

Na+, K+, CI- sont aussi impliqués (Li et al , 2012). Les principales isoformes UT-A 

rénales, UT-Al , UT-A2 et UT-A3 , agissent ensemble pour concentrer l ' urée dans la 

médulla rénale, annulant ainsi les effets osmotiques de 1 'urée dans 1 ' urine. Cette action 

permet la réabsorption de l' eau secondaire au transport des sels à travers du canal 

collecteur médullaire, ainsi comme l'excrétion de l'urine hyperosmotique (Smith, 

2009). L ' insuffisance des fonctions excrétrice et régulatrice des reins peut conduire à 

un excès d'urée dans le sang (azotémie ou urémie). 

La toxicité de 1 ' urée, classiquement considérée comme un déchet métabolique, est un 

sujet controversé. Différentes études réalisées auprès des patients souffrant de 

déficience rénale clu·onique signalent que l' excès d'urée dans le sang peut stimuler la 

production d 'espèces réactives d 'oxygène (Reddy et al , 2002) et favoriser la 

carbamylation des protéines (Berg et al , 2013 ; Stim et al , 1995). Autres auteurs 

remarquent que les concentrations élevées d'urée peuvent affecter nombreux processus 

cellulaires (Burg et al , 2007). 

Néanmoins, il existe des rapports basés sur des patients qui mettent en doute 

1 ' hypothèse selon laquelle 1 ' urée est un toxique qui doit être totalement éliminé de 

l' organisme. Des études de cas chez des patients atteints d' azotémie provoquée par un 

défaut génétique (Hsu et al , 1978) ou par des régimes alimentaires hautement 

protéiniques (Richards et al , 1975) ont montré qu ' une augmentation prolongée de la 

concentration d'urée dans 1 'organisme ne produit pas de réactions toxiques, au moins 

chez les patients ayant une fonction rénale normale (Weiner et al , 20 15). 
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1.2 L'urée revisitée comme agent bioactif 

La cinétique de la production, de 1 'excrétion et de 1 ' hydrolyse de 1' urée a été largement 

étudiée chez l' homme, tout comme sa modulation par différents facteurs 

physiopathologiques et diététiques, y compris l ' activité physique (Forslund et al, 1999, 

Badaloo et al, 1999, Young et al , 2000). Aussi les transporteurs d ' urée et la régulation 

de leur excrétion ont été amplement étudiés. Cependant, très peu des recherches ont été 

consacrées à éclairer les rôles de l' urée dans l'organisme (Fouillet et al , 2008) . 

Traditionnellement, l ' urée a été considérée comme jouant un rôle relativement passif 

dans l'organisme. L' une des fonctions les plus documentées est reliée au fait que l ' urée 

est une substance osmotiquement active. Donc, les changements dans sa concentration 

peuvent contribuer à l ' osmorégulation principalement au niveau des reins (Atkinson, 

1992). D'autres études ont montré qu ' elle stimule également la transcription et 

l' expression des gènes précoces immédiats (Cohen et al , 1996). 

La coru1aissance, des possibles rôles ou fonctions de l ' urée dans l' organisme, est 

importante, car elle est le principal composé azoté qui circule dans le sang chez les 

mammifères ayant la capacité de traverser la membrane cellulaire grâce aux 

transporteurs qui se trouvent dans divers tissus. Également, l'urée peut être synthétisée 

dans différents organes au-delà du foie. Ainsi , l ' urée pourrait être considérée comme 

une substance polyvalente multifonctionnelle (Sachs et al , 2006). 

1.2.1 L'urée comme agent protecteur contre des espèces radicalaires 

La capacité de 1 ' urée de piéger des espèces radicalaires a été rapportée par Wang et al 

(1999). Les résultats observés in vitro ont signalé la capacité de piégeage de 1 ' urée 

indiquant sa participation dans la défense antioxydante de 1 ' organisme. En autre, une 

augmentation de la capacité antioxydante du sérum a été également trouvée chez les 

patients souffrant de maladies rénales (Sofic et al , 2002). Cette augmentation était 

presque entièrement due à l' urée sérique relativement élevée presente chez les patients 
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examinés. Contrairement, après 1 'hémodialyse quand la concentration d 'urée serique a 

sensiblement diminué, la capacité antioxydante du sérum était considérablement 

réduite (Sofic et al , 2002). 

En tant qu ' antioxydant, l' urée présente plusieurs avantages par rapport aux autres 

antioxydants naturels ou synthétiques. En raison de son faible poids moléculaire, 1 ' urée 

semble plus mobile par rapport aux antioxydants macromoléculaires tels que la 

superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CA T) et la céruloplasmine (CP) , dont la 

capacité antioxydante totale semble confinée par leur mobilité limitée et pour certains, 

leur distribution compartimentée (Wang et al , l999). Parmi les principaux antioxydants 

naturels qui se trouvent dans le sérum sanguin, la contribution de la vitamineE ou de 

la vitamine Cà l'activité antioxydante totale du sérum est très faible dû à leurs pauvres 

concentrations plasmatiques (Valko et al , 2007) et à la capacité de la vitamine C d'agir 

aussi comme un pro-oxydant (Chow, 1988). 

1.2.2 L'urée comme agent cardioprotecteur 

Le potentiel de l'urée comme agent cardioprotecteur vient de sa capacité de piégeage 

des espèces réactives d' oxygène (EROs). Les dysfonctions cardiaques pendant les 

réperfusions post-ischémies ont été largement attribuées aux effets néfastes des EROs 

produits entre autres par la xanthine oxydase au niveau cellulaire. Cependant, l'emploi 

des inhibiteurs de cette enzyme pour prévenir les dommages cardiaques (Nanduri et al , 

20 13) entraîne des effets secondaires dus à l'emploi des inhibiteurs eux-mêmes ou à 

l' accumulation des substrats de la xanthine oxydase (Berry et al , 2004). 

Différentes études ont centré leur effort pour trouver des agents capables de réduire les 

lésions d'ischémie-réperfusion cardiaques. Si bien des antioxydants comme le 

mannitol ou la vitamineE et des piégeurs d ' EROs comme la superoxyde dismutase ont 

montré une capacité pour atténuer le développement des troubles cardiaques, certaines 

propriétés de ces substances comme leur cytotoxicité, leur activité pro-oxydante ou 

bien leur masse moléculaire élevée ont limité leur emploi en tant qu ' agent 
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cardioprotecteur. Il a été aussi rapporté que la céruloplasmine (Dumoulin et al , 1996; 

Atanasiu et al , 1998) et l' aminoxydase sérique (Mateescu et al , 1997) exercent un rôle 

cardioprotecteur. Cependant, étant des protéines d' origine animale, ils existent des 

limitations pour leur application pharmaceutique (Paradis et al , 201 0). 

L'importance de l' urée en tant que cardioprotectrice dans le maintien de la fonction 

normale du cœur a été évaluée sur le cœur isolé du rat et du requin par Wang et al 

(1999). Dans cette étude, les cœurs isolés soumis au stress oxydatif généré par 

l' électrolyse en présence d' urée présentaient des fonctions cardiaques normales et une 

protection des tissus contre les lésions oxydatives. Le piégeage des EROs par l ' urée 

était suffisant pour la récupération de la contractilité normale des muscles 

ventriculaires. Compte tenu de tous les faits décrits ci -dessus, l' urée pourrait être 

considérée comme un antioxydant ayant des effets cardioprotecteurs contre le 

stress oxydatif. 

1.2.3 L'urée comme modulateur pharmacologique de l'hyponatrémie 

L'urée a été utilisée avec succès pour traiter l' hyponatrémie qui est un trouble 

électrolytique relié plus précisément à la diminution de la concentration de 1 ' ion sodium 

plasmatique aux niveaux inférieurs à 130 mmoles par litre de sang. En conséquence, il 

existe une diminution de l' osmolarité (pression osmotique) du liquide situé en dehors 

des cellules (Soupart et al , 2007). 

Les osmolytes organiques jouent un rôle clé dans 1 'homéostasie du volume cellulaire. 

Plusieurs organes, notamment le rein et le cerveau, dépendent en particulier de 

mécanismes adaptatifs qui régulent leur volume lors des perturbations osmotiques 

(Soupart et al , 2007). Le cerveau s ' adapte à 1 'hyponatrémie chronique (1 à 2 jours) en 

extrudant des électrolytes et des osmolytes organiques, limitant ainsi le gonflement des 

cellules cérébrales. L' hyponatrémie chronique, même si elle est rapidement corrigée, 

conduit à une myélinolyse cérébrale et aux dommages neurologiques souvent 

irréversibles (Soupart et al , 1996). La myélinolyse se développe indépendamment des 
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méthodes utilisées pour corn ger le sodium du sérum à 1 ' exception de 1 'urée. La 

correction avec l' urée réduit considérablement les lésions cérébrales (Soupart et al , 

1991). Le mécanisme par lequel l' urée peut réduire la pression intracrânienne et le 

volume d' eau du cerveau repose sur le concept selon lequel 1 'eau diffuse passivement 

des régions d 'osmolalité inférieure vers des régions d ' osmolalité supérieures dans le 

but d ' équilibrer les concentrations d' osmoles (Decaux, 2001). 

La correction rapide de l'hyponatrémie avec l'urée permet la diminution de l' activation 

microgliale du cerveau et des signes histologiques de démyélinisation dans le cerveau. 

Aussi, elle permet de réduire considérablement les variations de la perméabilité de la 

barrière hématoencéphalique et augmente la viabilité des astrocytes par rapport aux 

traitements avec des antagonistes des récepteurs de vasopressine ou solutions salines 

hypertoniques (Kengne et al , 20 15). Les différences entre la correction de 

l' hyponatrémie avec l' urée et les autres traitements pourraient être expliquées par une 

possible action protectrice du cerveau par l' urée en tenant compte des propriétés 

antioxydantes et protectrices observées dans le cœur (Soupart et al , 2007) 

1.3 Dérivés de l'urée et leur importance biologique potentielle 

1.3.1 Dérivés de l'urée 

La thiourée (TU) et 1 'hydroxyurée (HU) sont substances bioactives dérivées de 1 'urée 

qui jouent un rôle important dans les réponses physiologiques. La TU et la HU sont 

reconnues comme des antioxydants puissants, qui ont également des effets 

cardioprotecteurs comme l' urée intervenant dans la protection du rythme cardiaque et 

du flux coronaire (Wang et al , 1999). Le biuret est un composé organique obtenu par 

la condensation de deux molécules d 'urée qui peut être considéré comme un dérivé 

synthétique de 1 'urée qui présente un potentiel entant qu ' antioxydant. 
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- Thiourée 

La TU est un solide, cristallin, blanc, dérivé soufré de 1 ' urée de formule CH4N2S. Il est 

similaire à 1 'urée, sauf que 1 'atome d' oxygène est remplacé par un atome de soufre qui 

présente deux fonnes tautomères (Fig. 1.3) 

Figure 1.3 

Forme Thione Forme Thiol 

Formes tautomères de la thiourée (formes thione et thiol) (d ' après 
Rostkowska et al , 2003) 

Les propriétés de 1 'urée et de la TU diffèrent considérablement en raison des 

électronégativités relatives du soufre et de 1 ' oxygène. Différentes études ont montré 

des propriétés antivirales (Chen, et al , 2009) et antifongiques (Shankar, et al , 1981) de 

la TU. D' autres recherches la signalent comme antioxydant dû à sa capacité de 

piégeage des espèces radicalaires et de réduire le péroxyde d'hydrogène (Wang et al , 

1999; Prasad, 2017). 

Après administration orale aux humains et aux ammaux, la thiourée est presque 

complètement absorbée et excrétée essentiellement par les reins. Cependant, une 

transformation métabolique peut avoir lieu en produisant cyanamide qui est plus 

toxique que la thiourée (Davison et al , 1979; Fox et al , 1983; Smith et al ,2002). 

i 

1 
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Oxydati on métabolique du groupe thiol de la TU produi sant cyanamide. 
(d' après Ziegler-Skylakaki s et al, 1998) 

L' hydroxyurée (CH4N20 2) diffère de l' urée par la présence d ' un groupe hydroxyle sur 

l' un des atomes d 'azote (Fig. 1.5). Si bien cette molécule est synthétique, des 

concentrati ons d 'environ 30 à 200 ng/mL ont été rappo11ées dans le plasma sanguin 

humain (Kettani et al, 2009) . Cette molécule est reconnue comme un agent 

antinéoplasique et anti viral non a lkylant utili sé dans l' hémato logie, l ' oncologie, les 

maladi es infectieuses et la dermatologie. Approuvé pour la thérapie de la 

drépanocytose, l' HU bénéfici e aux pati ents atteints de cette ma ladie en augmentant le 

taux d ' hémoglobine fœtale (Cokic et al, 2003). 

ç a 
H N -C-NH 

2 1 

OH 

Figure 1.5 Structure de 1 ' hydroxyurée. 
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Néanmoins, il a été démontré que HU est un inhibiteur de la ribonucléotide réductase 

qui est une enzyme clé de la transformation des quatre ribonucléotides en 

désoxyribonucléotides essentiels dans la synthèse de 1 ' ADN (Sing et al , 20 16). La 

génération des radicaux libres par l' HU cause des effets cytotoxiques sur des cellules 

(Nakayashiki et al , 2013 ; Davies et al , 2008). Si bien le mécanisme moléculaire de cet 

effet reste inconnu, les observations indiquent des membranes cellulaires ciblées par 

les effets secondaires observés de la toxicité HU (King, 2004; Kovacic et al , 201 0). 

- Biuret 

Le biuret (C2HsN3Ü2) est souvent utilisé avec de l' urée dans l ' agriculture comme un 

engrais très efficace riche en azote. Aussi , il est utilisé dans 1' alimentation des animaux 

en tant que source supplémentaire d ' azote non protéique, ayant une meilleure 

palatabilité par rapport à 1 ' urée (Currier et al , 2004). Dans l'industrie chimique, le 

biuret est souvent utilisé dans la production des retardateurs de flamme des papiers, de 

la peinture des textiles, des adhésifs, des résines, des plastiques (Wang et al , 20 16). Le 

biuret contient deux groupes acylamino et un groupe imino (Fig. 1.6), structure 

compatible avec son utilisation comme ligand neutre dans divers complexes. 

Figure 1.6 Structure du biuret. 

Les complexes d'oligo-éléments avec le biuret pourraient être utilisés conune additifs 

dans l' alimentation des animaux en complétant à la fois les oligo-éléments et l' azote 

non protéique, nécessaires à la croissance animale et à l' amélioration de l'efficacité 

économique (Wang et al ,20 16). 
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1.3.2 Complexe de l'urée avec des ions cuivre (II) 

L'étude des complexes métalliques de l' urée n' est pas nouvelle, mais le développement 

des méthodes instrumentales, dans les dernières années, a permis une compréhension 

plus claire des structures cristallines, des structures moléculaires et des nombres de 

coordinations de ces complexes métalliques (Theophanides, 1989). L 'urée possède 

trois sites de coordination: l' oxygène du groupe carbonyle et les deux atomes d ' azote. 

Néanmoins, malgré ses trois possibles sites de coordination, l ' urée agit habituellement 

comme un ligand monodenté (Theophanides, 1989). En général, la formation de 

liaisons métal-oxygène entre les molécules d' urée et les ions métalliques ne provoque 

que des changements mineurs dans les spectres infrarouges (FTIR) de 1 ' urée. Les 

changements dans le spectre FTIR dans ce cas sont habituellement : (i) aucun effet 

important sur les fréquences d'élongation N-H et (ii) une diminution de la fréquence 

d' élongation C = 0 (Theophanides, 1989). Cependant, les spectres FTIR des 

complexes métal-urée diffèrent sensiblement de ceux de 1 ' urée libre si une liaison 

azote-métal est présente. La formation d' une liaison M-N augmente la demande 

d' électrons de l' azote et tend également à bloquer la résonance en augmentant la 

fréquence d' élongation duC= O. Les fréquences d' élongation du CN sont plus faibles 

en raison du blocage de la résonance (Theophanides, 1989). 

Les complexes de 1 ' urée avec les métaux de transition ont été certainement le plus 

étudiés. En effet, les structures cristallines de nombreux complexes métalliques de 

1 'urée ont été étudiées par différentes méthodes. Dans tous les cas, le ligand de 1 ' urée 

est lié à l' atome de métal par une liaison métal-oxygène, à l' exception du complexe 

d' urée-cobalt (Bennett, 1970). À notre connaissance, il est le seul exemple dans la 

littérature, où une molécule d' urée se lie à deux atomes métalliques via deux sites de 

coordination; une par l' atome d' oxygène et l' autre parmi l'atome d'azote 

(ligand bidenté). 
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La figure 1.7 montre les structures de résonance d 'un ligand d 'urée lié à un métal par 

une liaison M-0. L' état d ' oxydation de l' atome de métal ne change pas apparemment 

dans ces complexes (Theophanides, 1989). 
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Figure 1.7 Structures de résonance d 'un ligand d ' urée lié à un ion métallique (M) 
par une liaison M-0 (d' après Theophanides, 1989) 

Plus spécifiquement, le complexe de l' urée avec des ions de cuivre (11), Cu(II)Uréez, a 

été synthétisé et caractérisé par diverses méthodes instrumentales. La composition plus 

probable du complexe Cu(II)Uréez, détem1inée par analyse élémentaire et absorption 

atomique, était Cu(OC(NHz))zCh (Pop et al , 2002). Le spectre de résonance de spin 

électronique pourrait être compatible avec une géométrie plane carrée (Radovanovic, 

et al , 1992). Les mesures de conductivité réalisées en solution aqueuse ont indiqué la 

nature non-électrolytique du complexe Cu(II)Uréez (Pop et al , 2002). Cependant, à 

notre connaissance, la structure cristalline du Cu(II)Uréez n'a pas était décrite 

auparavant. Certains complexes métaux-urée ont montré des propriétés 

antimicrobiennes et antivirales et pourraient être considérés comme des molécules 

ayant un potentiel thérapeutique. Le complexe Cu(II)Uréez, aussi , pourraient être 

considéré comme une molécule ayant un potentiel antioxydant. 

Les complexes de métaux des terres rares (Minyu et al , 1986) et des métaux alcaline­

terreux (Goodgame et al , 1989) à base de biuret comme ligand ont été décrits. 

Cependant, les complexes de métaux de transition tels que le cuivre avec biuret ont été 

rarement signalés (Freeman et al , 1966). La formation de deux types de cycles de 

chélates différents (Fig. 1.8) du biuret en présence des ions cuivre (II) a été décrite 

(Freeman et al , 1966). Un complex violet, Kz[Cu(NHCONHCONH)z] (Fig. 1.8 B), 
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a été obtenu quand une so lution des ions cuivre (II) est ajouté à une solution alcaline 

de biuret (Freeman et al, 1966).et un complexe bleu-vert, Cu(NH2CONHCONH2)2Ch, 

a été obtenu quand la synthèse a été faite en milieu alcoolique neutre (Fig.1.8 A). 

H2 N NH2 H2 N NH2 

'\. / '\. / 
c=o o= c c= o o= c 

(A ) / '\./ '\. 
H- N CI -· Cu-CI N-H (B) / '\./ '\. 

H-N Cl Cu- Cl N- H 
'\. /'\. / '\. / '\. / 

c=o o= c 
/ '\. 

C-NH HN - C 
/ 2 2 '\. 

H2N NH2 0 0 

Figure 1.8 Structures des complexes du biuret avec cuivre (II). (A) Complexe 
Cu(NH2CONHCONH2)2Ch, (B) Complexe K2[Cu(NH2CONHCONH2)2] 
(d 'après Freeman, 1966). 

Le cuivre est un oligo-élément essentiel qui participe à plusieurs processus biologiques 

dans tous les organismes vivants (Cris po ni et al , 201 0). Le cation Cu2 + est impliqué 

dans plusieurs réactions biochimiques, mais lorsque son homéostasie est perturbée, le 

Cu2 
+ libre peut devenir toxique (Réaction Fenton) par la génération rapide des EROs 

(Harris et al, 1996; Shim et al , 2003). Dans le corps, le cuivre existe principalement 

sous fom1e liée aux structures des métalloprotéines et des complexes de faible poids 

moléculaire (Deschamps et al, 2005; Bento et al , 2007). Différentes recherches ont 

montré que les protéines à cuivre peuvent agir comme antioxydants et comme agents 

cardioprotecteurs (Dumoulin et al, 1996; Atanasiu et al, 1998). D'autres études ont 

décrit une activité neuromodulatrice de la céruloplasmine (Maltais et al , 2003; 

Ducharme et al, 201 0). En fait , la fonctionnalité de ces protéines est principalement 

due à la présence de cuivre (Il) dans leurs structures (Bento et al, 2007). Les complexes 

cuivriques de molécules biologiquement actives comme le biuret ou l' urée pourraient 

représenter une alternative aux li mitations thérapeutiques qui présentent ces 

macromolécules d 'origine animale. Pourtant, des recherches supplémentaires doivent 

être faites pour montrer leur activité biologique et antioxydante. 



CHAPITRE II 

GÉNERALITÉS SUR LE STRESS OXYDA TIF, SUR LES ANTIOXYDANTS ET 
SUR LES MÉTHODES D'ÉVALUATION DES PROPRIÉTÉS 

ANTIOXYDANTES 

2.1 Le stress oxydatif et les agents prooxydants 

Le concept de stress oxydatif a été introduit pour la recherche en biologie et en 

médecine depuis plus de 30 ans. En conditions nom1ales, des radicaux libres sont 

produits constamment en faible quantité par divers mécanismes physiologiques. Cette 

production est contrôlée par des systèmes de défense capables de s ' adapter au niveau 

de radicaux présents dans l' organisme. Cette défense est constituée de différentes 

substances et mécanismes qui jouent un rôle fondamental en tant qu 'antioxydants. Le 

déséquilibre du rapport antioxydants/prooxydants conduit à l' augmentation des 

espèces radicalaires. La production excessive de radicaux libres provoque des 

dommages directs sur des systèmes biologiques par 1 ' oxydation de 1 'ADN, des 

protéines, des lipides ou des glucides (Pisoschi et al , 2015). Aussi des lésions 

secondaires peuvent arriver à cause du caractère cytotoxique et mutagène des 

métabolites libérés surtout lors de l 'oxydation des lipides. L ' organisme peut aussi 

réagir de façon indirecte contre ces composés anormaux par la production d ' anticorps, 

qui malheureusement peuvent promouvoir d 'autres réactions chimiques (Si es, 1991 ). 

L'ensemble de ce phénomène a été défini comme stress oxydatif. 

En général , les espèces radicalaires qui se forment dans les cellules jouent un rôle 

particulier durant les processus physiologiques normaux. Parmi les espèces radicalaires 
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se trouvent celles qui déri vent de l' oxygène comme l' anion superoxyde (•02-) et le 

radi cal hydroxyle (•OH), ou de l' azote comme monoxyde d ' azote, NO• (Pisoschi et al, 

20 15). Entre les espèces dérivées de 1 ' oxygène, dites espèces ac ti v es de 1 ' oxygène, se 

trouvent : l' oxygène singulet C0 2), le péroxyde d ' hydrogène (H20 2) o u l' anion 

peroxynitrite (OONO-). Même si ces derni ers ne sont pas des radi caux libres, il s sont 

aussi réacti fs et peuvent être des précurseurs de radicaux. L'ensemble des radicaux 

libres et de leurs précurseurs est souvent appelé EROs. 

Figure 2.1 

LH 
0 2 

~ .,. LOO• Vit . E.,. LOOH 

Réactions menant à la fo rmation des EROs. Peroxydation des lipides 
(L), en rouge. Réaction Haber- Weiss, en vert. Réaction Fenton, en bleu. 
CAT, catalase; SOD, superoxyde di smutase; Vit. E, vitamineE (d ' après 
Carocho et al , 201 3). 

Dans les organi smes aérobiques, l ' oxygène obtenu par la respirati on suit une réduction 

pour obtenir H20. Cependant, une réduction pa11ielle de l' oxygène peut avo ir li eu (Fig 

2. 1) menant à la fo rmation du radical su peroxyde. Par la suite, une série des réactions 

se déroulent en produi sant des EROs. Ainsi, le radical •02 est transformé en H2Ü2 par 

les superoxyde di smutases (SOD). La catalase (CA T) peut convertir le H20 2 en H20 et 

0 2. Néamoins, le H20 2 peut aussi générer le radi cal •OH en présence des cati ons 

métalliques comme le Fe2+ ou le Cu 1+ (Réaction Fenton) ou réagir avec les radicaux 

•02- en produi sant •OH (réaction Haber- Weiss). Les radi caux •02- sont capables 

d ' attaquer les lipides, principalement des ac ides gras polyinsaturés, pour former le 
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radical peroxyle en complétant la première étape de la peroxydation lipidique. Le 

radical peroxyle formé se transforme en péroxyde au contact avec d ' autres acides gras 

(Carocho et al, 20 13). 

Les prooxydants ont été définis comme les produits chimiques qui induisent un stress 

oxydatif, généralement par la formation d'espèces réactives ou par l ' inhibition des 

systèmes antioxydants (Puglia et al , 1984). Les EROs, les radicaux libres et certains 

métaux sont considérés conm1e des prooxydants. Également, certains antioxydants 

peuvent avoir un comportement prooxydant. 

Le déséquilibre du rapport antioxydants/prooxydants peut avoir de multiples origines. 

Les processus inflanm1atoires, la fumée de la cigarette, le métabolisme de certains 

médicaments, les irradiations ou des métaux comme le chrome, le cuivre ou le fer , 

peuvent déclencher des réactions qui conduisent à la formation des EROs. 

2.2 L'électrolyse comme modalité d'initier un stress oxydatif pour des études 
in vitro et ex vivo 

Le protocole pour l' utilisation de l'électrolyse comme modalité d' initier un stress 

oxydatif pour des études in vitro et ex vivo a été développé par Jackson et al (1986). 

L' étude a montré que le passage du courant électrique à travers d 'un tampon 

physiologique Krebs Henseleit (KH) déclenche une série des réactions chimiques qui 

génèrent un milieu riche en ERO avec le potentiel de produire des altérations dans un 

système biologique (Jackson et al , 1986). 

Pour Je protocole in vitro , Je passage du courant électrique à travers du KH dans une 

cellule électrolytique cause l' oxydation de l' ion chlorure et de l' eau à l' anode. Les 

réactions peuvent être décrites selon le schéma (Jackson et al, 1986) : 

2CI- - Cl 2(g) + e-

6H20 - 0 2(g) + 4H 3o+ + 4e-
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Le mouvement naturel des électrons produits dans la cellule électrolytique est vers la 

cathode où le H20 est réduit selon l ' équation sui vante: 

La formation d 'EROs peut maintenant se produire à partir d ' une série de réactions 

chimiques selon : 

0 2 + 2e- + 2H+ --+ H20 2 

H20 2 + •02- --+ •OH + HO-+ 0
2 

H20 2 + 2e- + H+ --+ •OH + H20 

•OH + •02- --+ 
10 2 + HO-

Aussi des espèces oxydantes dérivées de 1 ' acide hypochloreux peuvent être 

produites selon : 

Dans un protocole ex vivo , des cœurs isolés ont été perfusés à une pression et à une 

température constante avec le tampon KH électro lysé (KH ELS). Différentes études 

ont montré que la perfusion de cœurs isolés avec KH ELS provoquait des altérations et 

des lésions oxydatives dans les systèmes biologiques ainsi qu ' une augmentation 

significative de la pression de perfusion coronaire, de la pression diastolique du 

ventricule gauche et de la perte de pression ventriculaire gauche (Jackson et al , 1986; 

Wang et al, 1999) . 
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Ce modèle a permis aussi d'évaluer la capacité de différents agents de protéger les 

cœurs des effets de 1 ' électrolyse. Un effet cardioprotecteur important de 1 'urée a été 

montré par cette méthode (Wang et al , 1999). Les résultats observés in vitro ont montré 

que l ' urée est capable de piéger d ' EROs et inhiber la production du radical monoxyde 

d' azote NO•. Ils ont également mis en évidence une certaine activité de l'urée comme 

piégeur des radicaux hydroxyles ( •OH) (Wang et al , 1999). 

2.3 Des antioxydants 

La théorie des radicaux libres d'oxygène a été connue il y a environ cinquante ans 

(Gerschman et al , 1954, Valko et al , 2007; Kumar et al , 2017). Cependant, seulement 

dans les trois dernières décennies, leur rôle dans le développement des maladies, et 

également des effets protecteurs de la santé des antioxydants ont été montrés. En effet, 

l' augmentation du stress oxydatif se traduit en l'élévation du risque de l' incidence de 

pathologies qui constituent les principales causes de mort au niveau mondial comme 

des cancers, des maladies cardiovasculaires et des maladies neurodégénératives autant 

aiguës (ischémiques, traumatismes) que chroniques (sclérose latérale amyotrophique, 

maladie d 'Alzheimer, maladie de Parkinson, maladie de Huntington) (Kumar et al , 

2017; Pham-Huy et al , 2008). 

Le terme antioxydant peut être défini de multiples façons , mais pour des systèmes 

biologiques le concept d' antioxydant se réfère à tout composé qui retarde, empêche ou 

supprime les dommages oxydatifs à une molécule cible ou à un substrat oxydable 

(Halliwell et al , 1995). Les fonctions antioxydantes impliquent une réduction du stress 

oxydatif, des mutations d' ADN, des transformations malignes, ainsi que d ' autres 

lésions cellulaires. 

Les mécanismes de défense antioxydante contre les dommages oxydatifs identifiés 

comprennent : (i) des mécanismes de prévention, (ii) des mécanismes de réparation, 

et (iii) les défenses antioxydantes (Valko et al , 2007). Les antioxydants générés dans 

l' organisme sont considérés comme antioxydants endogènes et ceux qui sont fournis 
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de 1 'extérieur à travers les aliments sont souvent classifiés comme antioxydants 

exogènes (Fig. 2.2 ). 

1 
Anti oxydants 

1 

1 

1 1 

1 
Endogènes 

1 1 
Exogènes 

1 

1 

1 1 \ 
Non Enzymatiques Enzymatiques Vitamine E 

Glutathion Superoxyde dismutase (SOD) 
Vitamine C 

Arginine Catalase (CAT) 
Caroténoïdes 

Acide urique Glutathion peroxydase (GPx) 
Traces de métaux 

Bilirubine (sélénium, le manganèse, le zinc) 
Protéines chélatant des métaux Céruloplasmine (CP) 

Flavonoïdes 
Trans ferri ne Glutathion réductase (GRx) 

Acides gras oméga-3 et oméga-6, 
Amine oxydases (AO) 

Figure 2.2 Antioxydants endogènes et exogènes (d'après Halliwell et al , 2007) . 

Des composés endogènes peuvent être classés aussi comme des antioxydants 

enzymatiques et des antioxydants non enzymatiques (Pham-Huy et al , 2008). Les 

principales enzymes antioxydantes directement impliquées dans la neutralisation des 

EROs et d ' autres espèces radicalaires sont la superoxyde dismutase (SOD), la catalase 

(CA T), le glutathion peroxydase (GPx), la céruloplasmine (CP), la glutathion réductase 

(GRx) (Halliwell et al, 2007) et les amine oxydases (Mateescu et al , 1997) 

Les antioxydants non enzymatiques sont divisés en antioxydants métaboliques et aussi 

des nutriments antioxydants. Les antioxydants métaboliques appartenant aux 

antioxydants endogènes sont produits par le métabolisme dans le corps. Entre eux, les 

plus co1mus sont le glutathion, la L-arginine, l ' acide urique, la bilirubine et les protéines 

chélatantes des métaux, la transferrine, etc. (Willcox et al , 2004). Des nutriments 

antioxydants, appartenant à des antioxydants exogènes, sont des composés qui ne 

peuvent pas être synthétisés dans l' organisme et doivent être fournis par l ' intermédiaire 

des aliments ou des suppléments : tels que la vitamine E, la vitamine C, les 

caroténoïdes, des traces de métaux (sélénium, le manganèse, le zinc), les flavonoïdes, 
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les acides gras oméga-3 et les acides gras oméga-6, entre autres (Carocho et al , 2013). 

Les rôles physiologiques des antioxydants de certains de ces molécules seront discutés 

en détail. 

2.3.1 Des antioxydants endogènes 

-Glutathion et glutathion peroxydase 

Les glutathion peroxydases (GPx) sont des enzymes tétramériques à sélénium qui se 

trouvent autant dans le cytoplasme que dans la mitochondrie cellulaire. Les GPx ont la 

capacité de réduire le H2Ü2 en H20 en utilisant les capacités réductrices du couple 

Glutathion/Glutathion disulfure (GSH/GSSG). 

2GSH + H20 2 __ G__:Px::..___. GSSG + 2H20 

2GSH + LOOH GPx GSSG + LOH + H20 

Le GSH est un tripeptide (y-L-Glutamyl-L-cystéinylglycine) formé par la condensation 

d' acide glutamique, avec de la cystéine et de la glycine. Il est synthétisé dans le cytosol 

par l ' action séquentielle de la glutamate-cystéine ligase et le glutathion synthétase. 

(Valko et al , 2007). 

Le glutathion intervient dans le maintien du potentiel redox du cytoplasme de la cellule. 

Il intervient aussi dans un certain nombre de réactions de détoxification et d ' élimination 

d ' EROs. Pratiquement toutes les cellules en contiennent une concentration élevée 

(1 et 15 mM) (Valko et al , 2007). Le glutathion oxydé est accumulé à l ' intérieur des 

cellules et le rapport GSH 1 GSSG est une bonne mesure du stress oxydatif d ' un 

organisme (Masella et al , 2005). GSSG f01mé continuellement est réduit en GSH par 

le glutathion réductase en présence de NADPH. 

Les principales fonctions de protection contre le stress oxydatif du glutathion (Fig. 2.3) 

sont (Masella et al , 2005) : (i) cofacteur des enzymes qui ont des fonctions détoxifiantes 
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contre le stress oxydatif (ex : glutathion peroxydase (GPx), le glutathione transferase); 

(ii) piégeur direct de l'oxygène singulet et du radical hydroxyle; (iii) détoxification du 

péroxyde d' hydrogène et des péroxydes lipidiques par l' action catalytique du 

glutathion peroxydase; (iv) GSH est capable de régénérer à leurs formes actives les 

vitamines C et E par la réduction du radical de vitamine E (TO•) en présence de 

vitamine C. La capacité de glutathion de régénérer des antioxydants est liée avec l'état 

redox du couple-glutathion disulfures glutathion (GSSG 1 2GSH) (Pastore et al , 2003). 

~rGSSG 
NAD(P)H oxydase .._, 

~ GSH 
0 ~D 

2 • 0 2· ----+ H20 2 

Vit . C 

~"'h;"'"""'"' r Fe") •o ,~ 

0 2 Lipides (L) ~ Fe3
+ 

Dehydroascorba te TO·xLOO· ._..L'_ ·L.. / ·OH 

Figure 2.3 

-La catalase 

Vit. E LOOH GPx " LOH + 0 2 
(TOH) ( \ 

GSH GSSG GSSG 

Les principales fonctions de protection du glutathion contre le stress 
oxydatif (d ' après Valko et al, 2007). 

La catalase (CA T) est une enzyme présente dans les cellules des animaux, plantes ainsi 

que dans les bactéries anaérobies. Même si la CA T est présente dans tous les tissus et 

organes, sa concentration est spécialement élevée dans le foie et les érythrocytes 

(Sung et al, 2013). Cependant, la CAT est localisée exclusivement dans une organelle 

connue comme peroxysome, ce qui limite son action par rapport à d ' autres enzymes, 

par exemple cytoplasmatiques (Swaran, 2009). Cet enzyme transforme le H202 en 

oxygène moléculaire et en H20. 
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-Enzymes à cuivre : la céruloplasmine (CP) et les amine oxydases 

La céruloplasmine (CP) et les amine oxydases (AO) sont des protéines à cuivre, 

multifonctionnelles qui jouent différents rôles dans 1 ' organisme. Entre les rôles 

classiquement acceptés pour la CP (132 kDa) se trouvent : le transport du cuivre, son 

activité conm1e oxydase des amines biogènes et comme ferroxydase régulatrice du 

métabolisme du fer. Les AO sont une classe intéressante d' enzymes qui sont regroupés 

en deux classes : EC 1.4.3.6 et EC 1.4.3.13. La classe EC 1.4.3.6 comprend entre autres 

des amines oxydases présentes dans le plasma sanguin de mammifères : amine oxydase 

sérique (SAO) et la diamine oxydase (DAO) (Buffoni et al , 2000). Elles sont des 

enzymes oxydoréductases qui participent dans différentes voies métaboliques en 

catalysant l' oxydation d ' une large gamme d' amines biogènes comprenant de nombreux 

neurotransmetteurs, histamine, amines et xénobiotiques (Mondovi et al , 1990). Les AO 

catalysent l' oxydation des amines primaires en aldéhydes, avec la libération 

subséquente d ' ammoniac et de péroxyde d'hydrogène. 

L' activité antioxydante de la CP a été démontrée dans différentes études (Atanasiu et 

al , 1998; Dumoulin et al , 1996). La capacité de piéger certains EROs tels que les 

radicaux su peroxydes ( •02-) et les radicaux hydroxyles ( •OH) par la CP a été montrée 

dans ces études. En effet, la CP catalyse la dismutation des radicaux •02-(Goldstein et 

al , 1979). En présence de glutathion, la CP peut réagir avec le H20 2 de manière 

stoechiométrique (Paradis et al , 201 0). Aussi, le rôle protecteur de la CP dans divers 

tissus sous stress oxydatif a été mis en évidence à travers plusieurs études qui ont 

montré la capacité protectrice de la CP contre les radicaux libres (Mateescu et al , 1995). 

Également, d ' autres études ont signalé les effets antioxydants in vitro et ex vivo de 

l' aminé oxydase sérique (SAO) contre les radicaux libres de l' oxygène (•02-, •OH, 10 2) 

et leurs sous-produits (H20 2, HOCI). Ces études ont montré que cette capacité de 
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piégeage des EROs confère à la SAO non seulement une capacité antioxydante, mais 

aussi apparaît comme étant un agent cardioprotecteur efficace contre les lésions 

myocardiques générées par les EROs similaires à la CP (Mateescu et al , 1997). 

2.3.2 Des antioxydants exogènes 

- Vitamine E et Trolox® 

La vitamine E (alpha-tocophérol) est le principal antioxydant coupeur de chaîne 

radicalaire dans le corps (Traber et al , 2007). Elle est considérée comme la principale 

ligne de défense contre la peroxydation lipidique, protégeant la membrane cellulaire de 

l'attaque des radicaux libres. Il a été rapporté que la vitamine E peut avoir un rôle 

protecteur dans la prévention ou minimisation des dommages causés par les radicaux 

libres reliés aux maladies cardiovasculaires, cancer, cataractes, entre outres (Cadenas 

et al , 1996). 

La molécule de vitamine E (Fig. 2.4 A) peut être divisée en deux parties : un noyau 

chromanol qui est responsable de ses propriétés antioxydantes et une chaîne latérale 

saturée à 16 atomes de carbone (Rezk et al , 2004). Le Trolox® (Fig. 2.4 B) est 

structurellement similaire, présentant le même noyau chromanol mais la chaîne latérale 

a été substituée par un groupe carboxyle. 

Le Trolox® (acide-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carboxylique) est un 

dérivé synthétique hydrosoluble dont la structure moléculaire cyclique est similaire à 

celle de la vitamineE. Il est souvent utilisé comme standard dans différentes méthodes 

d' évaluation des propriétés antioxydantes. 

Parmi les analogues de la vitamine E utilisés dans les études d ' oxydation, le Trolox® 

présente ce11ains avantages; notamment par sa solubilité modérée en eau il peut être 

ajouté directement au système d 'étude intact. Cela facilite les études sur les systèmes 
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biologiques naturels et les études quantitatives sur les systèmes modèles (Ross et 

al , 1995). 

HO 

(A) 

HO 

( B) 

Figure 2.4 

Noyau chromanol 

Structure de la molécule de vitamineE (A) et du Trolox® (B). Le noyau 
chromanol est responsable de ses propriétés antioxydantes pendant que 
la chaine latérale des structures décide la polarité des molécules (d ' après 
Rezk et al , 2004). 

La vitamine E et le Trolox® fonctionnent de façon similaire comme antioxydants en 

raison de leur capacité à d01mer 1 ' hydrogène du groupe hydroxyle (Fig. 2.4 A,B) au 

radical péroxyle (LOO•) en le transformant .en péroxyde lipidique (Fig. 2.3) et laissant 

un électron non apparié sur 1 ' oxygène, soit le radical a-tocophéryl (a-TO•) (Lucio et 

al , 2004). Ensuite, la vitamine E est régénérée par la vitamine C qui est elle-même 

régénérée par des enzymes, les ascorbate réductases (Packer 1991 ). 

-Acide ascorbique 

L' acide ascorbique (vitamine C) est l' un des plus communs antioxydants hydrosolubles 

(Pisoschi et al , 2015). Bien que l'acide ascorbique n 'est pas capable de piéger des 
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radicaux lipophiles directement, il a un effet synergique avec 1 'action an ti oxydante du 

tocophérol pendant l' élimination des radicaux péroxyles (Du et al , 2012). 

Également, la vitamine C est connue pour jouer en rôle essential comme antioxydant 

en protégeant la membrane phospholipidique des dommages causés par la 

peroxydation. La capacité de piégeage de radicaux libres de la vitamine C a été 

démontrée dans le cerveau (May et al , 20 12; Padh, 1990; Englard et al , 1986) et une 

capacité neuroprotectrice a été attribuée à cette vitan1ine (Spector, 20 14; May et al, 

2012). Aussi, la vitamine C est capable de piéger les radicaux hydroxyles, alcoxyles et 

superoxydes dans des systèmes biologiques, ainsi que des espèces réactives d ' azote par 

la formation de l' acide déshydroascorbique en prévenant l'oxydation des biomolécules 

essentielles (Descamps-Latscha et al , 2001 ; Du et al , 2012). 

-Vitamine D 

La vitan1ine D est un groupe de stéroïdes liposolubles. Elle est synthétisée dans 

1 'épiderme des animaux à partir de 1' incidence des rayonnements solaires UVB (280-

315 nn1) sur le 7-déhydrocholestérol (Fig. 2.5). Les deux formes plus importantes de 

vitan1ine D chez les mammifères sont la vitamine D2 ( ergocalciférol) et la vitamine D3 

(cholécalciférol) (Lehninger et al , 1994). Ces deux formes sont les précurseurs 

biologiques du 1 ,25-dihydroxycholécalciférol qui possède une action du type 

hormonal, en activant la fixation et le transport du calcium dans 1 ' intestin et les os 

(Lehninger et al , 1994). Un autre rôle classique de la vitamine D est de maintenir 

l' homéostasie du phosphore qui est étroitement liée à celle du calcium. 

En plus, la vitamine D, comme antioxydante, a la capacité d' inhiber la peroxydation 

lipidique dépendant du fer (Bao et al , 2008 ; Winseman, 1993). De nouvelles fonctions 

ont été proposées pour la vitamine D comme la prévention de certains types des 

cancers, les diabètes mellitus type 1 et type II ou des maladies cardiovasculaires 

(Battault et al, 20 13). 
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Rayons UVB 

' ' ' ' ' ' ••• 
Vitamine D3 

HO 

7-Déhydrocholestérol 

Figure 2.5 Synthèse de la vitamine D3 à partir du 7-Déhydrocholestérol (d ' après 
Lehninger et al , 1994). 

2.4 Méthodes d 'évaluation des activités antioxydantes 

La plupart des antioxydants, endogènes ou exogènes, ont la capacité de piéger les 

radicaux libres par deux mécanismes différents: transfert d' atomes d ' hydrogène 

(T AH) et par transfert d' électrons (TE) (Apak et al , 20 16). Il existe une large li ste 

croissante des tests pour déterminer 1 ' activité an ti oxydante d 'une substance in vitro. Ils 

ont été divisés en deux catégories sur la base de ces deux mécanismes d ' inactivation 

ou piégeage. 

Les tests basés sur T AH mesurent la capacité d 'un antioxydant à éliminer les radicaux 

libres par le don d' hydrogène (H) pour former des composés stables (Prior et al, 2005). 

La réactivité relative dans les essais TAH est déterminée par l'énergie de dissociation 

des liaisons hydrogène du groupe donneur de H dans 1 'antioxydant potentiel et le 

potentiel d' ionisation (Prior et al, 2005). Ces types de tests sont généralement 

composés d' un antioxydant (AH) et d' un générateur de radicaux libres synthétiques 

(X•) comme les radicaux ABTS• (sel d ' ammonium de l'acide 2,2 ' -azinobis-3-

ethylbenzothiazoline-6-sulfonique) (Konan et al , 20 16) ou le radical libre DPPH• (2,2-

Diphenyl-1-picrylhydrazyl) qui est recommandé pour des composés contenant des 

groupes SH-, NH- et OH- (Huang et al, 2005). 
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Les tests à base de TE mesurent la capacité d 'un an ti oxydant de réduire un oxydant par 

le don d'électrons. Pour ce type d'essais, une seule réaction redox est souvent utilisée 

et normalement 1 'oxydant est utilisé comme indicateur du point final de la réaction 

(Huang et al , 2005). Le degré de changement de couleur est proportionnel à la 

concentration antioxydante (Apak et al , 20 16) . De nombreux tests antioxydants 

courants sont basés sur ce principe, y compris teneur totale en composés phénoliques 

(TTCP), pouvoir de réduction des ions ferriques (PRIF), dosage de réduction de cuivre 

(CUPRAC), capacité antioxydante équivalente de Trolox (TEAC) (Tabart et al, 2009) 

et test calorimétrique N,N-diéthyl-p-phénylènedian1ine (DEPDA). 

M(lll) +AH--- AH.+ M(ll) 

Compte tenu de la complexité des processus d' oxydation et de la nature diversifiée des 

antioxydants, avec des composants à la fois hydrophiles et hydrophobes, il n ' y a pas 

une méthode universelle par laquelle l' activité antioxydante peut être mesurée 

quantitativement d'une façon bien précise. Le plus souvent, il faut combiner les 

réponses de différents tests et complémentaires pour avoir une indication sur la capacité 

antioxydante de l' échanti llon à tester (Niki , 2010). 

Si bien les tests in vitro sont amplement utilisés en raison de leur simplicité, leur grande 

vitesse et leur sensibilité, il faut tenir compte aussi de leurs limitations. Ainsi, les essais 

fréquemment utilisés ont souvent de problèmes soit pour bien établir le point final de 

la réaction, soit parce que la sensibilité à la lumière des réactifs utili sés affecte les 

résultats obtenus (Schaich, 2015). D'autre part, concernant les fluides biologiques, 

étant donné que la plupart des antioxydants sont mal absorbés ou sont rapidement 

conjugués et éliminés dans l'urine, les concentrations antioxydantes utilisées pour 
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obtenir une réponse dans ces essai s in vitro sont des ordres de grandeur supérieurs à 

ceux qui seraient j amais circulant dans 1 'organisme (Frankel, 2007). 

Une limitation conceptuell e vient du fait que les conditions utilisées pour les tests 

antioxydants in vitro ne sont pas comparables à celles des systèmes biologiques donc 

la capacité de piégeage des radicaux observée in vitro probablement ne soit pas 

observée in vivo. Une deuxième limitati on conceptuelle est que la chimie et les cibles 

molécul aires de la plupart des essais in vitro ne sont pas pertinentes pour les conditions 

in vivo. Diffé rents tests utilisent, en tant que cibles, des radicaux stables à contrainte 

stérique (ex . •ABTS+ ou •DPPH) qui sui vent des temps de réaction beaucoup plus longs 

que les radicaux acti fs de courte durée de vie trouvés in vivo comme •02-, .•OH ou des 

radi caux fo rmés par l' oxydation des lipides (Jimenez-Aivarez et al, 2008). 

2.4.1 Méthode colorimétrique 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH). 

Le 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazy l est un radical libre stable (DPPH•) qui persiste 

pendant des heures en solution aqueuse. Il presente une absorbance max imale à une 

longueur d'onde de 517 nm . En présence d'un substrat pouvant do!ll1er un atome 

d'hydrogène (Fig. 2.6) , le DPPH • est réduit en perdant sa coul eur violet (Mishra et al, 

201 2) . 

NO, P. NO, p 
o,N -Q- ~ _ N AH (antloxydants) o,N-Q- ~ _ N 

-NO, b -NO, b 
Figure 2.6 

Radical DPPH• Violette 
(1..=517nm) 

DPPH incolore 

Principe de la méthode ca lorimétrique DPPH. En présence d'un substrat 
pouvant do!ll1er un atome d'hydrogène, le DPPH • est réduit en perdant 
sa couleur violet. 
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Le piégeage du radical libre DPPH• est fa it apparentement en deux étapes: ( i) une étape 

rapide consistant essenti e ll ement en l' abstracti on des atomes de H les plus labiles de 

l' antioxydant; et (ii ) une étape lente refl étant une acti vité restante sur les produits 

d ' oxydation/dégradati on dérivés de la première étape (Mishra et al, 20 12; Zou et al, 

201 6) . 

2.4.2 Méthode colorimétrique DEPDA (Diéthyl-p-phénylènediamine). 

Dans la méthode DEPDA, l' é lectrolyse de KH peut générer des radicaux libres 

d ' oxygène (RLO) tels que l' anion superoxyde (•02-), l' oxygène singul et C02) et le 

radical hydroxyle (•OH) et leurs sous-produits : péroxyde d ' hydrogène (H20 2) et l' ion 

hypochl orite (OC n (Jackson et al , 1986). Pratiquement, les EROs mesurés par ce test 

sont le H20 2 et l' ion oCI- car les RLOs sont très instables avec une durée de vie 

inféri eure aux di x secondes (Jackson et al, 1986) . Les EROs générés peuvent être 

quantifiés à partir de la réacti on d'oxydation du DEPDA (Fig. 2.7). Le frome oxydé de 

DEPDA présente une couleur magenta absorbant à 515 nm. 

Figure 2.7 

Tampon Krebs-Henseleit 

DEPDA (Incolore) 

Él ectrolyse 

DEPDA (Magenta) 
À=515nm 

Principe de la méthode ca lorimétrique DEPDA. Les EROs générés par 
électrolyse du KH peuvent être quantifi és à partir de la réaction 
d'oxydation du DEPDA (d ' apres Alberti et al, 2000) 
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En présence d' un antioxydant, l'oxydation du chromogène n'est pas possible, ce qui 

entraîne la décoloration de la solution. La fin de la réaction est generalement établie 

entre le 30 secondes et trois minutes. Cepandant, la cinétique de réaction de 

l' antioxydant étudié doit être examinée préalablement pour déterminer la fin de 

réaction (Alberti et al , 2000) 



CHAPITRE III 

LE MODÈLE CELLULAIRE P19 POUR L'ÉVALUATION DES PROTECTEURS 
ANTIOXYDANTS 

3.1 Origine et caractéristiques générales 

Le modèle cellulaire P19 a été développé par le Dr Mcbumey à l ' Université d'Ottawa 

(2003) . Les cellules-souches P 19 sont une lignée de cellules de carcinome 

embryonnaire de souris. Elles ont été isolées d' un tératocarcinome fotmé à la suite de 

la transplantation d 'un embryon de 7.5 jours dans le testicule d ' une souris juste avant 

1 ' initiation de la différenciation cellulaire. Des cultures cellulaires contenant des P 19 

indifférenciées ont été établies directement à partir de la tumeur primaire de l' embryon 

transplanté. Les cellules P19 non différenciées peuvent proliférer de façon rapide et 

indéfiniment et sont génétiquement très stables , car elles présentent un caryotype 

euploïde mâle normal (McBurney, 2003). 

Comme d 'autres carcinomes et cellules souches embryotmaires, les P19 se développent 

de manière plastique et elles se différencient en dérivées cellulaires de trois feuillets 

embryonnaires en utilisant les mêmes mécanismes que les cellules embryonnaires 

normales (McBumey, 2003). Elles sont dites multipotentes car elles ont la capacité de 

se différencier en plusieurs types cellulaires. La différenciation des cellules P19 peut 

être induite si les agrégats sont exposés à des concentrations non toxiques de différents 

inducteurs (Molski et al , 2006). 
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L' activation de différents facteurs de transcription cardiogéniques comme : GATA-4 

et Nkx-2.5 par le diméthylsulfoxide (DMSO) ou par 1 ' hormone peptidique ocytocine 

conduit à la différenciation des cellules souches en cellules cardiaques (McBurney, 

2003; Paquin et al , 2002). Ainsi , la différenciation des cell ules Pl9 en neurones a lieu 

lorsqu'elles sont mises en présence d ' acide rétinoïque (AR) à des concentrations plus 

grandes que 1 o-6 M (McBurney, 2003). Les mêmes concentrations d'AR administrées 

tardivement génèrent des cellules musculaires (Fig. 3.1) (Bouchard et al , 2009) . 

Figure 3.1 

Phase de prolifération ® 
ou 

DMSO 
ou 

Ocytocyne 
1Q-7 M 

Differenciation 
définitive et 

*AY maturation 

~ ~ * ~ 
Épithélium Muscle cardiaque Neurones 

et squelettique Astrocytes 

Différents inducteurs à des concentrations non toxiques pour la 
différenciation des cellules P19 (d ' après Rudnicki et al , 1987). 

3.2 Différenciation neuronale 

-Les caractéristiques des cellules P19 fournissent un excellent modèle de 

différenciation cellulaire. La première étape de la différenciation neuronale est la 

culture des cell ules P19 pendant 4 jours en présence d ' AR 0,5 ~M. L'AR se lie aux 

récepteurs nucléaires en activant la transcription de gènes cibles pour induire la 

différenciation neuronale (McBurney, 2003). 
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Du jour 0 (JO) au jour 4 (14), les cellules sont cultivées en corps sphéroïdes flottants ou 

corps embryoïdes dans des pétris bactériologiques (Fig. 3 .2). À partir du 14 1 ' action de 

l'AR est arrêtée et les corps embryoïdes sont dissociés en cellules individuelles, qui 

sont transférées dans des pétris de grade tissulaire. Durant les 24h suivantes, les cellules 

vont étendre des neurites qui seront visibles au bout de deux jours suivants (16 de la 

différenciation). La maturation des neurones va continuer de façon semblable au 

système nerveux central (SNC). En fait, plusieurs phénotypes des neurones 

nouvellement différenciés présentent des caractéristiques comparables aux populations 

neuronales normales du néocortex, de l' hippocampe et du striatum. Au-delà de J8-J10, 

des fibroblastes et des astrocytes apparaissent (Cadet et al , 2000; MacPherson et al , 

1995). 

1 
Cellules 

indifférenciées 

Figure 3.2 

Acide retinoîque 

Corps sphéroïdes Neurones 
·- -b---------------~ 

Différenciation des cellules P19 en neurones en présence d'acide 
rétinoïque. La première étape de la différenciation neuronale est la 
culture des cellules P 19 pendant 4 en présence d' AR 0,5 ~-tM (d'après 
Ducharme et al , 201 0). 

3.3 Les mesures de viabilité sur des neurones P19 en présence des protéines 
à cuivre 

Les tests à base de sel de tétrazolium sont devenus les essais standards pour mesurer la 

viabilité ou la prolifération cellulaire depuis leur conception par Mosmann dans les 

années 1980 (Berridge et al , 1996, Mosmann, 1983). Entre les tests à base de 

tétrazolium le plus souvent utilisés se trouve le MTT (bromure de 3-(4,5-

diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényle tétrazolium) et le XTT (Hydroxyde de 2,3bis 



- - ----- - --------

37 

(2-méthoxy- 4-nitro-5-sulfophényl) -5- ((phénylamine) carbonyle) -2H-tétrazolium). 

Ces essais mesurent la viabilité cellulaire en termes d ' activité réductrice des cellules 

viables. Ainsi , les réductases présentes dans les mitochondries et d ' autres organites 

dans les cellules actives métaboliquement vont réduire le sel tétrazolium en cristaux de 

formazan insolubles dans l' eau (Stockert et al , 2012). Les cristaux de formazan 

(violets) peuvent être solubilisés dans du DMSO permettant la quantification des 

moyens spectrophotométriques (Fig. 3.3). 

Ces tests sont simples, faciles , rapides, non radioactifs et fonctionnent avec des cellules 

viables actives métaboliquement. Cependant, une analyse documentaire approfondie 

révèle que plusieurs tests de sel de tétrazolium peuvent être influencés par une variété 

de paramètres et de produits chimiques. Par exemple, le XTT peut être réduit par 

NAD PH, le mercaptoéthanol , le glutathion réduit et la L-cystéine en absence de cellules 

(York et al, 1998; Vistica et al , 1991 ). Aussi , 1 'albumine de sérum humain peut réduire 

les sels de tétrazolium MTT et XTT (Instruments et al , 2007). 

Réductase 
mitochondriale 

Bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényle tetrazolium 
(MTT) 

(E-Z)-5-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-1 ,3-diphényl formazan 
(Formazan) 

Figure 3.3 Principe du test à base de sel de tétrazolium. Les réductases présentes 
dans les mitochondries et d' autres organites dans les cellules 
métaboliquement actives vont réduire le sel tétrazolium en cristaux 
de fom1azan (d ' après Riss et al , 2016). 
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Encore, le MIT peut être réduit par de nombreux composés phytochimiques qm 

montrent un potentiel réducteur intrinsèque dont les antioxydants (Burgisser et al , 

2002 ; Natarajan et al , 2000) et les polyphénols (Wang et al , 2006) , les produits de 

corrosion de certains alliages métalliques (Fischer et al , 201 0), les flavonoïdes (Peng et 

al , 2005 ; Talorete et al , 2006) ou les vitamines A etC (Chakrabarti et al , 2001). 

Le test Rouge Neutre (RN) fournit l'estimation quantitative du nombre de cellules 

viables dans une culture. Il est aussi assez souvent utilisé pour des tests de cytotoxicité 

avec de nombreuses applications biomédicales et environnementales. L' analyse à RN 

peut être faite grâce à l' accumulation intracellulaire du colorant dans les lysosomes 

cellulaires via le transport actif Le colorant est ensuite extrait des cellules viables en 

utilisant une solution d'éthanol acidifié et la quantification se réalise à l' aide d'un 

spectrophotomètre. Le colorant présente une charge nette proche de zéro au pH 

physiologique, lui permettant de pénétrer les membranes de la cellule (Repeto et al , 

2008). Le RN est un essai simple, rapide qui permet maintenir les cellules viables après 

avoir conclut l' analyse, donc il est possible de continuer l' étude de la culture cellulaire 

par d'autres méthodes ou continuer d' appliquer des traitements aux cellules. 



CHAPITRE IV 

PRÉSENT A TION DU PROJET DE MAÎTRISE 

Les antioxydants sont des composés qui retardent, empêchent ou suppriment les 

dommages oxydatifs d ' une molécule cible ou d'un substrat oxydable. Les fonctions des 

antioxydants impliquent une réduction du stress oxydatif, des mutations d ' ADN, des 

transformations malignes, ainsi que d ' autres lésions cellulaires diminuant le risque de 

développer différentes pathologies. Pour cela, plusieurs recherches sont dédiées à 

trouver nouveaux agents antioxydants et à 1 'étude de leurs effets dans les 

organismes vivants. 

Ainsi , des études préalables de l'équipe ont montré que l' urée et certains de ses dérivés 

peuvent être considérés comme agents antioxydants et cardioprotecteurs (Wang et 

al , 1999). D'autres ont signalé que l' urée en tant qu 'antioxydant, est capable de 

protéger des organes vitaux (le foie, le cœur) de la peroxydation des lipides. En plus, 

l' urée semble présenter plusieurs avantages en raison de sa faible masse moléculaire et 

de la mobilité qu 'elle présente dans le système biologique. 

D'autre pa11, des travaux réalisés en collaboration entre les équipes du Dr M.A. 

Mateescu et Dr J. Paquin, ont montré que des antioxydants , dont des protéines à cuivre, 

exercent des effets cardioprotecteurs ou agissent comme agents neuromodulateurs. 

Cependant, cet1aines propriétés de ces agents telles que la cytotoxicité, l ' activité pro­

oxydante ou de masses moléculaires élevées limitent leur application. Dans ce 
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contexte, des complexes d ' urée et de biuret avec cuivre (II) ont été considérés dans le 

présent projet comme une altemative aux limitations des protéines à cuivre. 

Pour déterminer la capacité antioxydante d ' un composé, les tests in vitro , DPPH et 

DEPDA, sont amplement utilisés en raison de leur simplicité, leur grande vitesse et 

leur sensibilité. Cependant, les conditions utilisées par ces tests ne sont pas 

comparables à celles retrouvées in vivo. Pour cela, il est conseillé d ' évaluer de la 

biocompatibilité des antioxydants potentiels avant d ' arriver aux conclusions sur leur 

possible action bénéfique sur les systèmes biologiques. 

L'utilisation du modèle de cellules neuronales Pl9 est avantageuse , car elle permet 

1' étude des dommages induits par le stress oxydatif ainsi que 1' évaluation de la capacité 

de protection des antioxydants potentiels. Aussi , le modèle peut être utilisé pour 

l' évaluation de la biocompatibilité des différentes molécules en d 'étude à partir de 

mesurer l' impact sur la viabilité des cellules exposées à différents traitements . À noter 

que ce modèle avait déjà été utilisé pour tester des composés à cuivre (II) avec des 

acides aminés. 

4.1 Les objectifs du projet de maîtrise 

Le présent projet de maîtrise propose les objectifs suivants : 

1- Produire des complexes cuivriques à base d 'urée et de 1 ' agent biuret. 

2- Investiguer le rôle de 1 ' urée, du biuret et des complexes cuivriques sur des cellules 

neuronales P19 en absence et en présence d ' un stress oxydatif. 

3- Élaborer une méthode améliorée basée le Rouge Neutre à la place du test MTT pour 

évaluer la viabilité des cellules neuronales P19 en présence des agents cuivriques 

L'hypothèse principale était que 1 ' urée, déjà montrée comme agent antioxydant et 

cardioprotecteur, pourrait jouer un rôle dans la neuroprotection. L ' autre hypothèse était 
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basée sur le fa it que la cérulopasmine, enzyme à cui vre, avait un effet sur 1 ' agrégati on 

neuronale. En outre, nous avons émi s l' hypothèse que les complexes à cui vre (II) à 

base de 1' urée pourraient exercer un effet neuromodulateur et protecteur contre le stress 

oxydati f. 

La fi gure 4 .1 présente schématiquement l' avancement et les réali sati ons dans le proj et 

de maîtri se : 

Électrolyse 
(400V, lOmA, 3 min) 

(-) ~ (+) 

Urée 

Il 
Biuret Cu(II)Urée2 Cu(II)Biuret2 

1 1 1 

Capacité antioxydante par les tests 

Il 

in vitro DEPDA et DPPH 

1 1 

Témoin 

~ 
~ 

Activité protectrice antioxydante dans 
la culture de neurones P19 + 

+ 

Figure 4.1 Présentati on schématique de l' avancement et des réali sati ons du proj et. 

Un schéma-bloc des étapes et des accompli ssements durant le projet de maîtri se est 

présenté dans la F igure 4 .2. 



indifférenciées 

indifférenciées 

Ca pa cité a nti oxydante 
in vitro 

Biocompatible 

1 
1 

'V' 
EROs générées par 

él ectrol ys e 
(400V, 10mA,3 min) 

Ca pa cité a nti oxydante 
in vitro 

Cytotoxique 

1 TEST MTT 1 ~ESi RNI 

Figure 4.2 Présentation schématique des différentes étapes du projet. 
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Principales réalisations : publications et communications, dans le cadre du projet 

de maÎtrise : 

Neutra! Red versus MTT assay of cell viability in the presence of copper compounds 

Mariela Gomez Perez* , Lyvia Fourcade, Mircea Alexandru Mateescu and Joanne 

Paquin 

Analytical Biochemistry. 2017, 15; 43-46 

Urea and its copper complexes as antioxidant protective agents (article soumis) 

Marie! a Gomez Perez*, Joanne Paquin, Pompilia Ispas-Szabo and Mircea Alexandru 

Mateescu 

Manuscrit en préparation pour soumission 

Complexes de cuivre avec propriétés antioxydantes 

Marie! a Go mez Perez* , Pompilia Ispas-Szabo, Mircea Alexandru Mateescu 

84e Congrès de l' Acfas : 

Université du Québec à Montréal: 9 au 13 mai 2016 

Copper complexes with antioxidants properties 

Mariela Gomez Perez* , Pompilia Ispas-Szabo, Mircea Alexandru Mateescu 

18th Annual Chemistry and Biochemistry Graduate Research Conference. 

Université de Concordia : 20 Novembre 2015 

Les contributions sont présentées en Annexe 1 du mémoire. 



CHAPITRE V 

L' URÉE ET SES COMPLEXES DE CUIVRE COMME 
AGENTS ANTIOXYDANTS ET NEUROPROTECTEURS 

Contribution de l'auteur principal et des co-auteurs 

Auteure principale: 

Mariela Gomez Perez: Réalisation de la majeure partie de la rédaction, préparation 

de protocoles, réalisation des expériences, traitement des résultats et recherche 

bibliographique. 

Co-auteurs: 

Joanne Paquin : Participation à la rédaction et à la correction des manuscrits, 

coordination des travaux, élaboration du concept, supervision des expériences ainsi que 

l' analyse et traitement de résultats. 

Pompilia Ispas-Szabo: Participation à la rédaction et à la correction des manuscrits, 

coordination des travaux, élaboration du concept, supervision des expériences ainsi que 

l' analyse et traitement de résultats (synthèse et caractérisation des complexes à cuivre) . 

Mircea Alexandru Mateescu : Direction du projet, pmiicipation à la rédaction et à la 

conection des manuscrits, coordination des travaux, élaboration du concept, 

supervision des expériences ainsi que l' analyse et traitement de résultats. 
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5.1 L'urée et ses complexes de cuivre comme agents antioxydants 

et neuroprotecteurs 

Marie la Go mez Perez, J oanne Paquin, Pompilia Ispas-Szabo and 
Mircea Alexandru Mateescu* 

Département de chimie et Centre de recherche BioMed, UQAM. 

L' urée peut causer des risques pour l ' honm1e et le bétail à une concentration élevée. 

Cependant, l' urée a précédemment été considérée comme antioxydante et comme agent 

cardioprotecteur, de manière similaire aux protéines de cuivre (cérulopasmine et amine 

oxydase). Ce rapport décrit l ' impact de l' urée, du biuret et de leurs complexes de 

cuivre (Il): (Cu(II)Urée2 et Cu(II)Biuret2) sur les cellules neuronales P19, concernant 

leurs propriétés antioxydantes. Les résultats ont montré que le Cu(II)Urée2 et le 

Cu(II)Biureb ont une activité antioxydante in vitro comparable à celle de 1 ' urée et du 

biuret lorsqu 'elle est testée avec du DPPH (1 ,1-diphényl-2,2-picrylhydrazyl) et 

DEPDA (N,N-diéthyl-p-phénylènediamine). En outre, il a été constaté que l'urée, dans 

une plage de concentration de 0,5 à 5 mM, a un effet protecteur sur les neurones P 19 

contre les dommages causés par les espèces réactives d'oxygène. L' urée a également 

présenté une borme biocompatibilité en concentration jusqu 'à 5 mM sur le modèle de 

cellules neuronales P19. Le biuret et les complexes à cuivre (11) présentaient une 

cytotoxicité modérée qui était cependant inférieure par rapport à celle des 

concentrations équivalentes de CuCh. 

*corresponding author : Mircea Alexandru Mateescu 



Urea and its copper complexes as antioxidant and protective agents 

Mariela Gomez Perez, Joanne Paquin, Pompilia Ispas-Szabo and 
Mircea Alexandru Mateescu* 

Department of chemistry and Centre Biomed,UQAM 

Abstract 
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The nitrogenous fertilizer urea can cause human and livestock hazards at high 

concentrations. However, under physiological conditions, urea can act as an 

antioxidant and a cardioprotective agent similar to copper proteins. This report 

describes the impact of urea, biuret and their copper(II) complexes Cu(II)Urea2 and 

Cu(II)Biuret2 on the viability of mouse P19 neuronal cell cultures in relation to their in 

vitro antioxidant properties. Copper(II) complexes have an antioxidant activity 

comparable to that of urea and biuret when tested with DPPH (1 ,1-diphenyl-2,2-

picrylhydrazyl) and DEPDA (N,N-diethyl-p-phenylenediamine) assays in the 

concentration range of 0.5 to 5 mM. However, although the cytotoxicity of copper(II) 

complexes and biuret was lower than that of equivalent concentrations of CuCb, only 

urea showed a good biocompatibility in concentrations up to 5 mM. Moreover, urea 

had a protective effect on neuronal cultures against the damage caused by reactive 

oxygen species. In conclusion, in vitro antioxidant activity does not necessarily predict 

biocompatibility, and urea antioxidant protective activity can extend to 

Keywords : biuret, copper complexes, antioxidants, Neutra] Red uptake cell viability 

assay, Pl9 neurons, electrolyzed Krebs Henseleit buffer, reactive oxygen species. 

Abbreviations : DEPDA, N,N-diethyl-p-phenylenediamine; DPPH, Diphenyl-2,2-

picrylhydrazyl ; ELS, electrolyzed ; HAT, hydrogen atom transfer; KH, modified 

Krebs-Henseleit ; NR, Neutra] Red ; PBS, phosphate buffer saline; ROS, reactive 

oxygen species; SET, single electron transfers ; SGF, Simulated Gastric Fluid; SIF, 

Simulated Intestinal Fluid; SNB, supplemented Neurobasal ; SNB( -AO), 

supplemented Neurobasal devoid of antioxidants. 

*corresponding author : Mircea Alexandru Mateescu 
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Introduction 

Urea is a highly polar organic molecule (scheme 1) largely used as a soil fertilizer, a 

component of animal diet and a low-cost source of nitrogen to promote growth. 

Moreover, it is used in various other fields such as cosmetics, pharmaceutics, 

biomedical and chemical industries. Urea is also an endogenous product of the 

catabolism of proteins and amino acids, and is present at different concentrations in 

blood and various organs (Goodman et al, 2002; Duchesne et al , 2001). 

In systemic circulation, urea at high concentration is considered as toxic and causes 

disturbances in many cellular processes (Burg et al , 2007). However, at low 

concentration, urea was found to offer protection to vital organs (brain, liver, heart) 

against damages due to lipid peroxidation (Lukash et al , 1980). Previous studies 

surprisingly showed urea acting as an antioxidant and a cardioprotective agent (Wang 

et al , 1999) and protector against oxidative injury in hyponatremia (Soupart et al , 2002). 

Considering the large incidence of urea in daily li fe, it was of interest to investi gate its 

impact on neurons. 

/ 0 
(1) H N-C-NH 

2 2 
(2) 

/ 0 / 0 
HN-C-NH-C-NH 

2 2 

Scheme 1. Structure ofurea (1) and of (2) biuret. 

The biuret is often used together with urea in animal feeding as an excellent non-protein 

nitrogen additive having a better palatability compared with urea (Currier et al , 2004) . 

lt contains two acylamino groups and one imino group (Scheme 1 ), structure 

compatible with its use as a neutra! ligand in various complexes mostly for structural 

studies or bioanalytical applications (i.e. biuret dosage ofproteins). Complexes of rare 

earth metals (Minyu et al , 1986), actinide metals (Ning et al , 1986), and alkaline earth 

metals (Raptis et al , 2000) based on urea or biuret ligand have been described. 
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However, the complexes of transition metals such as copper with these ligands have 

been rarely reported (Pop et al , 2002). 

Copper is an essential trace element that participates in severa! biological processes in 

ail living organisms (Crisponi et al , 2010). lt is mostly found under the cationic Cu2+ 

form as a component of copper-proteins (Bento et al , 2007). Free Cu2+ released upon 

copper homoeostasis disturbance can become toxic by the rapid generation of reactive 

oxygen species (ROS) (Harris et al , 1996; Shim et al , 2003). Beneficiai actions have 

been reported for severa! naturally occurring copper complexes (Deschamps et al , 

2005). For instance, the copper-protein ceruloplasmin can act as an antioxidant and a 

cardioprotective agent (Dumoulin et al , 1996; Atanasiu et al, 1998). A 

neuromodulatory action has also been reported (Maltais et al , 2003 , Ducharme et al , 

201 0) that is due to the presence of copper(II) in its structure (Bento et al , 2007; 

Ducharme et al, 2010). Beside ceruloplasmin, low molecular weight complex of 

copper(II) with histidine has been proposed for the treatment of Menkes disease, a 

copper absorption disorder (Deschamps et al , 2005). 

Considering previous studies on urea and on copper-proteins as antioxidants, it was of 

interest to prepare copper(II) complexes with urea and biuret ligands. This report 

describes the antioxidant capacity ofurea and biuret before and after complexation with 

copper(II) cations. Also investigated is the biocompatibility of these compounds with 

P19 neuronal cells cultured in normal and oxidative stress conditions. 

Materials and Methods 

Synthesis of copper complexes 

Ail chemicals were reagent grade and were used without further purification. 

Cu(II)Urea2 complex was prepared using a 1 :4 molar ratio of CuCb:urea and a 50:1 

volume ratio of isopropanol:H20 (Pop et al , 2002). A cold solution of copper(II) 

chloride in isopropanol was added dropwise, on ice, to an aqueous urea solution. 
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The mixture was stirred on ice during 30 min. The resulting blue-green solid complex 

was filtered , washed with isopropanol and dried at room temperature. Cu(II)Biuret2 

was obtained in the same conditions. 

Physico-chemical characterization 

The content of carbon (C), hydrogen (H) and nitrogen (N) was determined by the 

Dynamic flash combustion method which is based on complete oxidation of samples 

using EAS1108, Fisons instruments SpA and ECS4010 Costech. Melting points were 

measured using open capillary tubes on a Gallen kamp melting point apparatus. The 

infrared (IR) spectra for the complexes and their ligand were recorded on a Thermo­

Nicolet 6700 FTIR spectrophotometer (4000-400 cm- 1
) using potassium bromide 

pellets (2 mg/100 mg KBr). 

Single crystals of Cu(II)Urea2 were analyzed by X-ray diffraction with a Bruker 

Venture Metaljet diffractometer. The crystal was kept at 1 00°K during data collection. 

Using the Olex2 software (Dolomanov et al , 2009), the structure was solved with the 

XT structure solution program (Sheldrick, 2008) using Direct Methods and the XL 

(Sheldrick, 20 15) refinement package using Least Squares minimization method. The 

samples were exposed to GaKa X-rays with a wavelength of 1.34 A.and analyzed by 

an angular range of28 from 10.99 to 121.14 degrees. Data collection and refinement 

parameters are summarized in Table A 2.1. 

Solution of 40 mM of Cu(II)Urea2 and of Cu(II)Biureb complexes were prepared in 

water, in physiological saline solution (0.9% NaCl), in Simulated Gastric Fluid (SGF: 

HCI 0.26 %, NaCl 0.2 %, pH 1.2) and in Simulated Intestinal Fluid (SIF: KH2P04 

0.68 %, NaOH 0.0615 %, pH 7.2). The absorbance measurements (360-960 nm) were 

obtained using a Visible Ultrospec 100 pro Spectrophotometer. 
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Antioxidants capacity 

DEPDA (N,N-diethyl-p-phenylenediamine) colorimetrie method 

ROS were generated by electrolysis (1 0 mA, 400V, 3 min) of the modified Krebs­

Henseleit (KH) buffer (in mM: NaCl 118, KCl 4.8, CaCb 1.8, MgS04 0.86, KH2P04 

1.2, NaHC03 2.54, glucose 11 and EDTA 0.027). The electrolysis cell contained 

2. 7 mL of KH buffer in the presence of 0.3 mL of each studied component at different 

concentrations. A volume of0.2 mL of the electrolyzed (ELS) solution (ELS KH buffer 

+ complex or ligand) was then added to 0.8 mL of 25mg/ml DEPDA solution (Sigma­

Aldrich). The oxidant species react rapidly with DEPDA generating an oxidation 

product with a specifie absorbance at 515 nm (Wang et al, 1999; Moore et al, 1984). 

The antioxidant capacities of ligands and complexes were expressed as a percentage of 

ROS still remaining in the ELS solution and was calculated according to the 

following equation: 

( 
Asample - AO%ROS ) 

%ROS= xlOO 
A100%ROS - Aü%ROS 

For instance, the absorbance (A) of KH solution with DEPDA was considered as a 

signal of none oxidative species in solution (0% ROS) and the absorbence of KH ELS 

buffer with DEPDA was considered as a signal of maximal amount of oxidative species 

in solution ( 1 00% ROS). The sample was KH ELS buffer + complex or ligand. 

1,1-Diphenyl-2,2-picrylhydrazyl (DPPH) assay. 

DPPH is a stable free radical (DPPH•) characterized with an absorption band at about 

517 mn. In the presence of a substrate that can donate a hydrogen atom, DPPH is 

reduced losing its violet co lor. The DPPH assay was performed in Brand-Williams et 

al's conditions (1995) slightly modified by Manzocco et al (1998). A solution of 

0.5 mM DPPH (Sigma-Aldrich) was prepared and its absorbance was approximately 
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0.7 at 517 nm. A volume of 0.2 mL of sample (copper(II) complexes or ligands) was 

added to 1.8 mL of DPPH solution. After 30 min, the absorbance was measured at 

517 mn. The percentage of remaining DPPH radical is calculated as follows: 

(
Abr- Aar) 

%DPPH • = xlOO 
A br 

where Abris the absorbance before reaction with the antioxidant (complex or ligand) 

and Aar is the absorbance after reaction. 

Cell culture and treatments 

Mouse Pl9 embryonic stem cells were differentiated to neurons by exposure to 0.5 !lM 

all-trans-retinoic acid for 4 days (Ducharme et al , 2010). On day 4, an amount of3 .8 x 

105 neurons were seeded in gelatinized 12 weil-plates containing supplemented 

Neurobasal (SNB) medium [Neurobasal containing 2% v/v B27 supplement (Fisher 

Scientific, St-Laurent, QC, Canada), 0.5 mM L-glutamine, 50 U/mL penicillin and 50 

U/mL streptomycin]. 

Neuron treatment with urea or biuret as weil as with their copper(II) complexes and 

CuCiz began on day 4, concomitantly with cell seeding into the SNB medium. The five 

studied agents were freshly prepared in the phosphate buffer saline (PBS) as stock 

solutions and added individually to the culture medium at the indicated final 

concentrations. After 48h of incubation, cultures were analyzed for cell viability. 

Control cultures contained only the cells in SNB medium. 

Neuron viability was also studied under oxidative stress conditions. Neurons were 

grown (3 .8 x 105 neurons per weil) from day 4 to day 6 in SNB medium devoid of 

antioxidants (SNB( -AO)) using the "minus antioxidants" version of the B27 

supplement (Fisher Scientific). Then two types of experiments were done on day 6. ln 

the first type, day 6 cultures were incubated for different times in the following 
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conditions: half SNB(-AO) medium was replaced by an equal volume of normal 

(non-ELS) KH buffer or an equal volume ofELS (1 0 mA, 400V, 3 min) KH buffer, or 

the SNB(-AO) medium was completely replaced by normal KH buffer. In the second 

type of experiments, day 6 cultures were incubated for 3h in 50% SNB( -AO) medium 

and 50% of normal KH or KH ELS buffer containing different urea concentrations. 

In both types of experiments, the control cultures were kept m 

SNB(-AO) medium. 

Cell viability 

Cell viability was determined by the Neutra! Red (NR) uptake assay as described 

(Gomez et al , 2017)). One mL of freshly prepared NR solution (138 11M in 20 mM 

HEPES 20, 140 mM NaCl, 4 mM KCI , 3 mM CaCb, 1 mM MgCb, 20 mM 

0-glucose, pH 7.2) was added to each culture weil pre-washed delicately with PBS. 

After 2h incubation (37°C, 5% C02), NR solution was removed and cultures washed 

rapidly with 1% formaldehyde-1% calcium chloride. Then, 1 mL of NR eluent 

(EtOH:H20:acetic ac id 50:49:1) was added to ex tract the NR from ce li s. After 10 min 

agitation at room temperature, the absorbance was read at 540 nm using an ELX800 

UV uni versai microplate reader. The 100% viability was established with control 

cultures. Assays were done in duplicate using three independent cell cultures. 

Results and discussion 

Chemical and structural characterization of copper(II) complexes 

The complexes were synthesized and the results of the elemental analysis, as weil as 

the chemical formula proposed for the complexes Cu(II)Urea2 and Cu(II)Biureb, are 

in good agreement with the expected stoichiometry (Table 5.1 ). The sol id complexes 

are stable in air, easily soluble in water, and insoluble in alcoholic media. 
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Tableau 5.1 Physical parameters and composition of Cu(II)Urea2 and Cu(II)Biureh 
complexes. 

Compounds Cu(II)Urea 2 Cu(II)Biuret2 

Melting point ("C) 161.6±2.3 171.6±1.1 

Molecular Formula C2H8CI2Cu N40 2 C4H10CI 2Cu N60 4 

Molecular weight (g.mo1·1) 254.56 340.61 

Elemental analysis (%) Fou nd Calculated Fou nd Calculated 

N 23.61 21.99 25 .02 24.67 

c 9.33 9.42 14.59 14.11 

H 3.23 3.14 2.98 2.94 

Figure 5.1 (A,B) illustrates the FTIR spectra obtained in the region of 4000-400 cm- 1 

for urea and Cu(II)Urea2, and Table A 2.2 summarizes the most important absorption 

bands and their attribution. The bands between 3444 and 3259 cm-1 assigned to the NH 

stretching vibration in the spectrum ofurea are observed almost at the same respective 

frequencies in the Cu(II)Urea2 spectra. This may indicate that nitrogen is probably not 

involved in the formation of the Cu(II)Urea2 complex. However, the intense absorption 

bands at 1680 and 1602 cm-1 corresponding to the C=O stretching and to the NH2 

bending vibrations are shifted to lower frequencies (1616 and 1576 cm- 1
) in the 

spectrum of the complex. This may indicate a possible implication of oxygen from the 

carbonyl group of urea in the coordination with copper(II) ions (Theophanides et al, 

1987). This involvement of oxygen in complexation is also supported by the 419 cm- 1 

band corresponding to M-0 vibration (Pop et al, 2002; Gangopadhyay et al,20 16) in 

Cu(II)Urea2 spectra. 

The FTIR spectra ofbiuret and ofCu(II)Biuretz complex are shawn in figure 5.1 (C,D), 

and the main infrared spectral data are listed in Table A 2.3. The five bands attributed 

to the NH stretching vibration observed in the Cu(II)Biuret2 spectrum are similar to the 

bands in the range of3458-3016 cm- 1 observed in the spectrum ofbiuret ligand. 
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Figure 5.1 FTIR spectra of urea (A),of Cu(II)Urea2 (B), of biuret (C) and of 
Cu(II)Biureb (D) in the wavenumber range of 4000-400 cm- 1 

This might indicate that probably not ali nitrogens are involved in the formation of the 

complex. A symmetric vibration frequency of C=O stretching appears near 1718 cm·1 

in the biuret spectrum. When coordination occurs, a shi ft of the C=O stretching mode 

to lower frequencies is reported (Wang et al, 20 16) indicating that coordination could 

be produced with participation of the oxygen (Gangopadhyay et al , 20 16). In fact, a 

vibration peak in the complex was detected at 1679 cm· 1
, which is slightly lower than 

the biuret frequency . As in the case of Cu(II)Urea2 complex, the presence of a 490 cm· 

1 band ascribed to M-0 vibration suggests the participation of oxygen in a coordinative 

complexation between biuret and copper(II) ion (Wang et al, 20 16). 

The X-ray structure of Cu(II)Urea2 complex (Fig.5.2A), with geometrical s1zes of 

bonds and angles listed in Tables A 2.4.1-A 2.4.4 , reveals a chain structure, with the 

chloride ions acting as bridges. The Cu(II) ions are hexacoordinated by four chlorido 

bridges and by the oxygen atoms from two urea molecules, showing an elongated 

octahedral stereochemistry. The apical positions are occupied by two semi-coordinated 

chlorido bridging ligands (Cul -Cl 1= 2.9606A); the equatorial plane is made by two 

urea ligands and by two chlorido bridges (Cul - Cil= 2.2920; Cu l -01 = 1.955). 
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A B 

Molecular structure of Cu(II)Urea2 (A) obtained from crystal X-ray 
di ffraction and molecular structure proposed fo r Cu(Il)Biureb 
(B) complex. 

Although urea bas two potential donor atoms in its structure ( carbonyl oxygen and 

amide nitrogen), it is frequent! y coordinated through the oxygen atom as a monodentate 

ligand and the C=O- M angle IS often smaller th an 

(Theophanides et al, 1984). Thi s is in agreement with our results because the 

C=O- M angle fo und in our Cu(ll)Urea2 complex is 133.6°. The CIJ-CUJ-Cl1 1Cu angle 

and 0 1-Cu1-0 11 angle are 180° whereas the ÜJ-CUJ-ClJ angle and the ÜJ 1-CuJ-CIJ 1 

angle are 91.9°. 

The proposed structure for Cu(II)Biureb (Fig. 5.2 B) is based on our results obtained 

by FTIR, on the correlation of crystal X-ray diffraction previously described by 

Freeman et al ( 1966) and on difractogrammes obtained with our preparation (data not 

shown). ln Cu(II)Biureb complex, the copper atom bas coordination number 6 and a 

tetragonall y di storted octahedral environment. The binding to the four oxygen atoms 

of ligands is covalent and the Cu- 0 bond-lengths are consistent with a covalent length 

while the Cu- Cl di stances are consistent with ionie bonding between Cl-and Cu2
+ ions 

(Freeman et al, 1966). The biuret molecules act as bidentate chelates via their oxygen 

atoms (Freeman et al, 1966). 
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Stability studies in different physiological media. 

Considering the potential use ofthese copper complexes as additives, it was of interest 

to explore their stability in various physiological media. Figure 5.3 shows the 

absorption spectra of the prepared copper (II) complexes. Cu(II)Urea2 and 

Cu(II)Biureb complexes, showed a large absorption band in visible probably due to a 

d-d transition (Wang et al, 20 16). The molar extinction coefficients of this band varied 

up to 20 M·1·cm·1• 
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Figure 5.3 

Wavelength (nm) 

Visible spectra ofCu(II)Urea2 (A) and ofCu(II)Biure12 (B) at 40 mM in 
H20 (pH 7.4), 0.9% NaCI (pH 7,4), SGF (pH 1.5), and SIF (pH 7.4). 
The spectrum of the aqueous solution of CuCb (20 mM) is included 
for comparison. 

Cu(II)Urea2 spectra (Fig. 5.3A) were similar in H20 , 0.9% NaCI and SGF (pH 1.2) with 

maximal of absorption at 810 nm while in SIF (pH 7.4) the maximal absorption was at 

830 nm with a remarkable decrease of signais (::::: 50%). The change in the spectrum 

was probably due to the presence of phosphate ions which can form a precipitate in 

water by the displacement of the two chloride anions generating the copper(II) urea 

phosphate complex (Naumov et al, 2001). Similarly, the spectra of Cu(II)Biureb 

(Fig. 5.3B) in H20, 0.9% NaCl and SGF (pH 1.2) exhibited maximal absorption at 

810 mn but the intensity of the signal was different in each medium. In SIF the 

formation of a green precipitate was observed when Cu(II)Biureb was added. 
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In vitro antioxidant capacity 

Given the complexity of oxidation processes and the diversified nature of the 

antioxidants, with both hydrophilic and hydrophobie reagents, there is not a unique 

well-defined method for quantitative measurement of antioxidant activity. In most 

cases it is necessary to combine the responses of different and complementary tests in 

order to obtain an indication of the antioxidant capacity of a sample 

(Huang et al , 2005). 

Practically, according to the reactions involved in the scavengmg processes, the 

antioxidant capacity assays can be divided into two categories: (i) hydrogen atom 

transfer (HAT) assays of the ability of a potential antioxidant to scavenge free radicals 

by hydrogen donations (Huang et al , 2005) and (ii) single electron transfer (SET) assays 

of the ability of a potential antioxidant to transfer one electron to reduce any compound 

(Huang et al , 2005). In the present study, the antioxidant activities ofurea and ofbiuret 

agents and oftheir copper(II) complexes were evaluated using the two types of assays: 

the DPPH assay for the HAT mechanism and the DEPDA assay for the SET 

mechanism. Urea antioxidant activity was reported in earlier studies using N,N ' ­

diethyl-p-phenylenediamine assay (Wang et al , 1999). 

The electrolysis ofKH (1 0 mA, 400 rn V, 3 min) may generate ROS such as superoxide 

anion (·02-), singlet oxygen ('02) and hydroxyl radical (•OH) and their by-products: 

hydrogen peroxide (H202) and hypochlorite ion (OCJ-) (Jackson et al , 1986). In the 

presence of urea, of Cu(II)Urea2, of biuret or of Cu(II)Biuret2, part of ROS could be 

scavenged and the remaining concentration of ROS in ELS KH can be measured by 

the DEPDA assay (Fig. 5.4 A,B). 

Ali four compounds (in the concentration range of 0.5-5 mM) have shown a capacity 

to scavenge ROS but the Cu(II)Biuret2 complex bad the highest antioxidant activity. 

For ali four compounds, the inhibition of ROS generation varied in a moderate 
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concentration-dependent manner. Noteworthy, in contrast to urea and Cu(II)Urea2 

having similar antioxidant activity, Cu(II)Biureb had twice as much higher antioxidant 

activity than its biuret ligand. This may be due to the presence of more amide groups 

in the biuret ligand which are not involved in the complex coordination or to a better 

configuration allowing a more favourable involvement of Cu2+ in the scavenging 

process. 

The antioxidant potential of urea, biuret and their copper(II) complexes was also 

evidenced by the DPPH assay. The free radical DPPH• test is recommended for 

compounds containing -SH, -NH and -OH groups (Cailletet al , 2011; Popovici et al , 

2009). The results presented in figure 5.4 (C,D) shown that the four compounds can 

scavenge DPPH•. The biuret and Cu(II)Biureb complex seem to have a slightly higher 

antioxidant capacity and this activity appears to be concentration-dependent. 

In contrast, the antioxidant capacities of urea and Cu(Il)Urea2 appear unrelated to the 

concentration. The DPPH radical scavenging apparently occurs in two steps: (i) a fast 

step essentially consisting of the abstraction of the most labile H-atoms from the 

antioxidant, and (ii) a slow step reflecting a remaining activity on the 

oxidation/degradation products derived from the first step (Mishra et al , 20 12; Zou et 

al , 2016). In this context, it is possible that both urea and Cu(II)Urea2 complex would 

have the ability to scavenge DPPH radical by hydrogen donations (from the -NH 

group) accomplishing the fast step (Zou et al , 20 16), whereas during the slow step 

which is closely related to the incubation time each antioxidant might react with 

different kinetics (Mishra et al , 20 12). 
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D Urea B D Biuret 

• Cu{II)Urea2 • Cu{II)Biuret2 

DUrea 
D 

D Biuret 

• Cu{II)Urea2 • Cu{II)Biuret2 

1.0 2.5 5.0 0.50 1.00 2.50 5.00 

Concentration (mM) 

The percentages of remaining ROS after electrolysis (lü mA, 400 V, 
1 min) of KH solutions determined by the DEPDA assay (A, B) or of 
remaining DPPH• radical (C,D) after scavenging reaction with urea or 
Cu(II)Urea2 (A,C) or with biuret or Cu(II)Biureb (B,D). Values are 
presented as means ±SEM (n = 3) 

Practically, ali four studied compounds exhibited antioxidant capacity when evaluated 

by bath HAT and SET mechanisms but Cu(II)Biureb camp lex presents higher 

antioxidant activity in comparison to its urea counterpart. This may be due to the 

presence of more amide groups in the biuret ligand which are not involved in the 

complex coordination or to a better configuration, favourable to the scavenging 

process. 
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Biocompatibility of urea, biuret and of their copper (Il) complexes. 

The biocompatibility ofthe compounds was assessed by the Neutra) Red (NR) viability 

assay done on P19 neuron cultures. This assay was recommended 

(Gomez et al , 2017) for viability essais cells exposed to copper compounds used in 

physiologically relevant copper concentrations (Fig. 5.5). For instance, copper 

concentration is about 0.07 mM in the normal brain parenchyma and can reach 1.3 mM 

in subjects affected by the Wilson disease (Deschamps et al , 2005). Urea did not affect 

viability at least in concentrations up to 0.4 mM (Fig. 5.5 A). Different) y, biuret slightly 

decreased viability in a concentration dependent manner (Fig. 5.5 B). The toxicity of 

biuret may be due toits transformation in products different from urea orto its stronger 

action as a chaotlu·opic agent. It has been reported that biuret can inhibit, directly or 

indirectly, protein synthesis in plants. (Webster et al , 1957). However, the metabolic 

action of biuret in neuronal cells is still unknown. 

Compared to urea and biuret themselves, complexation with copper(II) either induced 

[Cu(II)Urea2] or accentuated [Cu(II)Biureb] cell viability Joss in a concentration 

dependent manner (Fig. 5.5). Therefore, although biuret, Cu(II)Urea2 and Cu(II)Biuret2 

exhibited remarkable in vitro antioxidant activity by DEPDA and DPPH assays, they 

altered neuronal viability. These results suggest that in biological systems additional 

phenomena could occur. For example, the bidental and monodental copper complexes 

could release copper ions in the culture medium, which could generate ROS, promoting 

apoptosis and damaging DNA (Jemberk et al , 2014; Halliwell et al , 2015). 

Nevertheless, the cytotoxicity ofthe synthesized copper (II) complexes was stilllower 

compared to equivalent concentrations of Cu Ch. 

In contrast to what we observed with biuret and with copper complexes, urea exhibit 

not only a good cell biocompatibility but also pronounced in vitro scavenging effect 

against ROS. Wotih to mention is that urea presents a good biocompatibility in 

relatively large range of concentrations (Fig. 5.5A) up to 5 mM (Fig. A 2.1) which is a 
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concentration leve! encountered in normal adult human brain (2,3- 6,5 mM) (Decaux 

et al, 2001 ). 
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Cel! viability in the presence of urea or of Cu(II)Ureaz (A), or of biuret 
or Cu(II)Biuretz (B). The viability of cells treated with Cu Chis included 
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Effect of ure a on the survival of P 19 neurons submitted to oxidative stress 

Urea was previously shown to exhibit cardioprotective properties m 

ischemia-reperfusion conditions (Wang et al , 1999). It was of interest to investigate a 

possible protective role of urea on the survival of P19 neurons submitted to oxidative 

stress. Neurons are particularly sensitive to oxidative stress due to their reliance on 

oxidative metabolism as an important source of energy. In this series of experiments, 

neurons were cultured in the presence of SNB medium depleted in antioxidants 

(SNB(- AO)) in order to isolate urea action. The source of ROS was KH ELS buffer. 

We first determined a suitable way to introduce KH and KH ELS buffers in the culture 

medium. Complete! y replacing SNB( -AO) by KH buffer was highly detrimental to 
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cells, leading to massive cell detachment (data not shown) and hence important Joss of 

viable cells (Fig. 5.6). 
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However, if only half of SNB(-AO) medium was replaced by KH, the Joss in cell 

viability followed a much milder slope, and half replacement with KH ELS stiJl 

resulted in graduai instead of abrupt Joss of cell viability. The half-replacement 

protocol was therefore adopted. We also selected 3h as the duration of the exposure of 

cells to electrolyzed buffer since the low viability observed at 3h ( 40%) would permit 

to see any protective effect against mortality. 

Figure 5. 7 shows the beneficiai impact ofurea on the viability ofP19 neurons exposed 

to KH ELS buffer. Cell viabi lity was stable (70-75%) in the presence ofKH buffer for 

ali urea concentrations (including no urea). However, in the presence of KH ELS 

buffer, cell viability was about 35% in the absence of urea but complete! y recovered 
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the leve! seen in non-electrolysis conditions in the presence of 1 mM urea. The 

neuroprotective role of urea is likely due to its scavenging capacity against ROS. 

However, more research is needed to assess the real role ofurea in biological systems. 
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SEM (n = 3). 

In conclusion, the results showed that although biuret, Cu(II)Biuret2 and Cu(II)Urea2 

present an antioxidant activity in vitro when tested with DEPDA and DPPH assays, 

they affect neuronal viability in vivo. In fact , Cu(II)Biureb was the best in the 

antioxidant assays but the worst in biocompatibility. However, the cytotoxicity of this 

complex was still lower than that of CuCh. In contrast to these compounds, urea is 

biocompatible even though its in vitro antioxidant activity is not the highest one. In 

fact , neurons can grow in a medium enriched in urea which can protect them against 

damage caused by excess of ROS. 
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6.1 Le test rouge neutre versus MTT pour le dosage de la viabilité cellulaire 
en présence de composés cuivriques 

Mariela Gomez Perez, Lyvia Fourcade, Mircea Alexandru Mateescu, Joanne Paquin3 

Dépmiement de chimie et Centre de recherche BioMed, UQAM. 

Le cuivre est essentiel pour de nombreuses fonctions physiologiques et les composés 

de cuivre peuvent présenter des effets thérapeutiques et cytotoxiques. Le dosage du 

MTT (bromure de 3-( 4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2 ,5-diphényle tetrazolium) est un test 

standard largement utilisé dans les études de cytotoxicité. Ce rapport montre que aux 

niveaux micromolaires de composés de cuivre tels que Cu(II)Urée2, Cu(II)Sen et 

CuCh peuvent interférer avec le test MTT rendant inappropriée la détection du produit 

formazan provenant de la réduction du MTT. Le dosage alternatif de la lactate 

déshydrogénase ne peut pas être utilisé en raison de 1 ' effet inhibiteur de ces composés 

de cuivriques sur l' activité enzymatique. Comparativement, au MTT, le test Rouge 

Neutre semble être sensible et ne présente aucune interférence avec ces composés . 

*corresponding author: Joanne Paquin 



Neutral Red versus MTT assay of cell viability in the presence of 
copper compounds 

Mariela Gomez Perez, Lyvia Fourcade, Mircea Alexandru Mateescu and 
Joa1me Paquin3 

Department of chemistry and Center Biomed, UQAM 

Abstract 
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Copper is essential for numerous physiological functions, and copper compounds 

may display therapeutic as weil as cytotoxic effects. The MTT (3-( 4,5-dimethyl-

2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide) assay is a standard test largely 

used in cytotoxicity studies. This report shows that low micromolar levels of copper 

compounds such as Cu(II)Urea2, Cu(II)Ser2 and CuCh can interfere with the MTT 

assay making improper the detection of formazan product of MTT reduction. 

Comparatively, the Neutra! Red assay appears to be sensitive and showing no 

interference with these compounds. The lactate dehydrogenase alternative assay 

cannot be used be cause of inhibitory effect of the se copper compounds on the enzyme 

activity. 

Keywords: Amino acid copper complexes, urea copper complex, copper salts, MTT 

assay, Neutra! Red assay, neuron viability. 

Abbreviations: DMSO, dimethyl sulfoxide; HBS/G, HEPES buffer saline 

supplemented with D-glucose; MTT, 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H­

tetrazolium bromide; NR, Neutral Red; PBS, phosphate buffer saline; SNB, 

supplemented Neurobasal 

Highlights 
• Copper compounds C:~ lü 11M) interfere in MTT but not in Neutra! Red assay of 

cell viability 

• The interference seems related to a copper (II) interaction with formazan 

• The Neutral Red assay is more sensitive than the MTT assay with P19 neurons 

*corresponding author: Joanne Paquin 
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Introduction 

Copper is an essential trace element that is involved in severa! biological processes 

in ail living organisms (Deschamps et al , 2005 ; Crisponi et al , 201 0) . When its 

homeostasis is disturbed it can become toxic through the generation of reactive 

oxygen species (Crisponi et al , 201 0). Physiologically, copper exists mainly bound 

to metalloproteins, such as ceruloplasmin and aminoxidase, as weil as low molecular 

weight complexes, such as copper(II)-bis-L-histidine (Cu(II)His2) (Deschamps et al , 

2005). Notably, the latter is used to treat neurological disorders in Menkes disease 

patients (Deschamps et al , 2005) , and other copper complexes such as Cu(II)Ser2 and 

Cu(II)Urea2 were found to exert an antioxidant activity presenting thus a therapeutic 

potential (Pop et al , 2005). However, the cytotoxicity of copper compounds must be 

evaluated to assess their suitability in pharmaceutical applications, and cell viability 

assays provide useful tools for this purpose. 

Tetrazolium-based tests such as the MTTb assay measure cel! viability in terms of the 

capacity metabolically of active cells to reduce the yellow tetrazolium salt into purple 

formazan crystals that can be solubilized and quantified spectrophotometrically 

(Mosman et al , 1983; Lü et al , 2012). However, tetrazolium-based assays could be 

influenced by a variety of chemicals exhibiting redox capacity such as phytoestrogens 

(Brugisser et al , 2002), polyphenols (Wang et al , 2006), vitamins (Chakrabarti et al , 

2001), and some metallic compounds and alloys (Wang et al , 2011 ; fischer et al , 

201 0) . The neutra! red (NR) assay measures ce li viability in terms of the capacity of 

live cells to accumulate the dye in lysosomes via non-ionie passive diffusion. The 

dye is then extracted from cells and quantified by spectrophotometry (Repetto et al , 

2008). 

This report describes the interference of different copper compounds in MTT assay 

through their interaction with formazan. It also shows that NR assay is a better choice 

for evaluating possible effects of copper compounds on cel! viability since it is devoid 
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of interference effects from these compounds and, moreover, is more sensitive. This 

work bas been carried out with cultures of neurons derived from mo use P 19 

embryonic stem ce lis (Ducharme et al , 201 0). These functional neurons resemble 

tho se of the central nervous system. 

Materials and methods 

Synthesis of copper complexes 

The Cu(II)Urea2complex was prepared using an 1 :4 molar ratio of CuCb:urea and a 

50:1 volume ratio of isopropanol:H20 (Pop et al , 2005). A cold isopropanol solution 

of copper (Il) chloride was added dropwise, on ice, to an aqueous urea solution. The 

mixture was stirred on ice during 30 min. The resulting solid was filtered , washed 

with isopropanol and dried. This method was modified for the preparation of 

Cu(II)His2 and Cu(II)Sen complexes. Cu(II)His2 was obtained using a CuCh:L­

Histidine (His) molar ratio of 1:2. Cu(II)Ser2 was prepared by adding an ethanol 

solution of CuCh to an ethanol solution of L-Serine (Ser) and sodium hydroxide 

(CuCh:Ser:NaOH molar ratio of 1:2:1 ). 

Cel! culture and viability 

Mouse P19 embryonic stem cells were differentiated to neurons by exposure to 

retinoic acid during 4 days [12]. At day 4, neurons were seeded at different cel! 

densities in gelatinized 12 well-plates containing supplemented Neurobasal (SNB) 

medium [Neurobasal containing 2% v/v B27 supplement (Fisher Scientific, 

St-Laurent, QC, Canada), 0.5 mM L-glutamine, 50 U/mL penicillin and 50 U/mL 

streptomycin]. Cel! viability was measured spectrophotometrically at day 6 by MTT 

and NR assays (each done in duplicate in three separate experiments), using an 

ELX800 UV universal microplate reader (Bio-Tek Instruments Inc. , Vetmont, USA). 
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MTTassay 

MTT (Sigma- Aldrich, Oakville, ON, Canada) was dissolved at a final concentration 

of 5 mg.mL- 1 in HEPES buffer saline supplemented with D-glucose (HBS/G: 20 mM 

HEPES, pH 7.4, 140 mM NaCl , 4 mM KCl, 1.8 mM CaCh, 0.8 mM MgCh and 

20 mM D-glucose). Each culture well was delicately washed once with phosphate 

buffered saline solution [PBS: NaCl 0.8%, KCl 0.02%, KH2P04 0.02%, Na2HP04 

0.12%, pH 7.3] before adding one mL of MTT solution. After 3h incubation (37°C, 

5% C02), the formed formazan crystals were dissolved in 1 mL of dimethyl sulfoxide 

(DMSO) and absorbances read at test 550 nm and reference 664 nm wavelengths 

(Nikkhah et al , 1992). 

NR assay 

The NR assay was as described (Fotakis et al , 2006; Lim et al , 20 15) with 

modifications. One mL of freshly prepared NR solution (138 ).lM in HBS/G) was 

added to each culture well delicately pre-washed with PBS. Following 2h incubation 

(37°C, 5% C02), NR solution was removed and cultures washed rapidly with 1% 

formaldehyde-1% calcium chloride. One mL of NR eluent (EtOH:H20:acetic acid 

50:49:1) was added to extract NR from cells. After 10 min agitation at room 

temperature, the absorbance was read at 540 nm. 

Spectrophotometric profiles of forrnazan. MTT and NR 

Solutions of reduced MTT (formazan) in DMSO were obtained by incubating cell 

cultures with MTT. MTT (unreduced) was dissolved in HBS/G (5 mg.mL- 1
) and NR 

in its eluent solvent (138 ~-tM). The copper compounds (stock solutions of 2 mM in 

water) were added to concentrations of 1 to 200 ~-tM , and absorbances recorded from 

360 to 800 nm with a Varian Cary lE spectrophotometer. The copper compounds 

in MTT solutions were incubated 3h before recordings. 
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Results and discussion 

The MTT and NR assays are commonly used to evaluate effects of different 

compounds on cell viability. In the absence of copper complexes, both assays gave 

linear relationships between absorbance and the number of seeded neurons (Fig. 6.1 ). 

lt is worth noting that equivalent curves were obtained whether the MTT signais at 

550 nm were reported with or without correction by corresponding readings at 

664 nm (Fig. 6.1 A) . Indeed, readings were at baseline leve! at this reference 

wavelength. 

However, compared to untreated cultures, cultures treated with copper compounds 

and analysed by the MTT assay exhibited increases of up to 0.2 unit absorbance at 

664 nm. Three hypotheses were considered to explain the origin of such high 

absorbance at the reference wavelength: (i) residual copper compounds left in the 

culture wells after washing may absorb in this spectral region, or (ii) they may interact 

with formazan, or (iii) they may interact with MTT. The first hypothesis was ruled 

out on the basis of absorbance profiles of copper compounds in aqueous solutions. 

These compounds absorbed maximally in the 600-800 nm region but with low 

apparent molecular extinction coefficients of 20 M-1.cm-1, which would generate 

readings of about 0.004 for 200 ~M of copper agents (not shown). The second 

hypothesis was favoured from analysis of formazan and MTT absorbance profiles 

obtained in absence and presence of copper compounds (Fig. 6.2 A-D) 

Formazan absorbed in the region between 420 and 664 nm, with maximum 

absorbance at 500 nm and a shoulder at 550 nm (Fig. 6.2 A,B). Addition of 200 ~M 

of Cu(II)Ser2, Cu(II)Urea2 or CuCh great! y displaced fom1azan signais from 500 and 

550 nm to a broad band at 650-700 nm (Fig. 6.2 A) . 
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Figure 6.1 Effect of the number of seeded cells on formazan (A) and NR 
(B) signais. Seeding was done at day 4 of neuronal differentiation and 
absorbances measured 48h later. Values are expressed as means ± SEM 
of three independent cell series. Half error bars are shown in A for the 
550 nm and 550-664 mn values for sake of clarity. 

This displacement, still visible at 10, 50 and 100 1-1M (Fig. A 3.1 ), would result in 

underestimated cell viability. Changes in formazan absorbance upon addition of copper 

compounds was accompanied by changes in the colour of formazan so lution from 

purple to greenish blue (Fig. A 3.2); this is another observation in accordance with an 

eventual interaction between formazan and copper compounds. Interestingly, 

Cu(II)His2 did not greatly modify formazan absorbance profile and color, which could 

be due to a higher stability of this copper compound. According to Deschamps et al , 

(2005), the tridentate ligation in the Cu(II)His2 complex confers greater stability 

compared to bidentate li gations such as found in Cu(Il)Sef2 and Cu(II)Urea2. Since a 

redox reaction with formazan is unlikely, a kind of complexation is thus proposed . 

A possible interaction of copper complexes with MTT itself was not excluded but 

figure 6.2 C and 20 clearly show that these complexes if they exist did not affect the 

spectrum ofMTT in the 360-800 nm interval. 
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Could the interference induced by the complexation of copper compounds and 

f01·mazan in the MTT assay be overcome? Washing cell cultures severa) times before 

doing the MTT assay could remove any interfering residual copper compounds but 

cultures that do not adhere finnly to the support may not resist extensive washings. 

This is the case for P 19 neurons which are cultured in the absence of serum to prevent 

fibroblast growth. The possible intemalization of copper compounds is also of concern 

(Seth et al , 2004). Since internalized compounds are not removable by washes, they 

could interfere in the MTT assay. 

The eventual interference of copper (II) compounds in the measure of cell viability by 

the NR assay was evaluated. The NR dye had a unique major band below 460 nm 

(Fig. 6.2 E,F). At concentrations of 10 to 200 11M, copper compounds had no influence 

on this band (position and intensity) and moreover did not induce any band at higher 

wavelengths including at 540 nm used in the assay. Interaction between these 

compounds and NR is thus unlikely. Noteworthy, the NR assay was more sensitive 

than the MTT assay, requiring fewer cells for analysis. In absence of copper (Il) 

compounds, the absorbance for 0.5 million cells was about 1.0 for the NR assay 

compared to 0.30 for the MTT assay (Fig. 6.1). We also tested whether the LDH assay 

could be used to assess cell viability in the presence of copper (II) compounds. Using 

a MAK066 kit from Sigma-Aldrich with Pl9 neuron extracts, we found that 250 11M 

of Cu(II)Ser2 or CuCb, but not Cu(II)His2, caused a 50% decrease in enzyme activity 

(not shown), indicating the unsuitability of the LDH assay with some 

copper compounds. 
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(E,F) in the absence and presence of 200 1-1M (A,C,E) and 10 1-1M 
(B,D,F) copper compounds in vitro. 

In conclusion, our results show the necessity to carefully select the viability assay 

when evaluating the cytotoxicity of copper compounds. Indeed, sorne of these 

compounds may interact with the formazan product of MTT reduction. lt should be 

noted that this interference is not an issue under normal cell incubation conditions (that 

is in absence of added copper compounds) since the levels of copper would be too low 

for such an effect. Contrary to the MTT assay, the sensitive NR assay seems devoid of 

interference effects by copper compounds. 
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CHAPITRE VII 

DISCUSSION GÉNÉRALE 

L' excès des EROs peut causer des dommages au niveau des composants cellulaires 

vitaux, tels que les lipides, les protéines et 1 'ADN qui conduisent à la mort cellulaire 

par stress oxydatif. Ainsi, 1' augmentation du stress oxydatif se traduit en 1' élévation du 

risque de l' incidence de différentes pathologies létales comme les cancers, les maladies 

cardiovasculaires et les maladies neurodégénératives (Carocho et al , 2013). 

Différentes molécules considérées comme étant des puissants agents antioxydants ont 

montré des contraintes lors qu 'elles agissent dans des systèmes biologiques (Flora, 

2009). La capacité antioxydante d 'une molécule peut être limitée par une mobilité 

réduite ou une distribution compartimentée dans 1 ' organisme (i.e SOD et CA T) ou bien 

par leur caractère hydrophobique (ex. vitamine E). En même temps, d ' autres 

antioxydants, comme la vitamine C, peuvent aussi présenter une activité pro-oxydante 

générant des radicaux libres, ce qui induit des effets cytotoxiques aux concentrations 

élevées (Carocho et al , 2013). C ' est pourquoi un nombre considérable de recherches 

continuent à être consacrées à trouver nouveaux agents antioxydants. 

Dans ce contexte, l' urée comme antioxydant et agent cardioprotecteur (Wang et al , 

1999), semble présenter plusieurs avantages par rapport aux autres antioxydants 

naturels ou synthétiques, notamment, en raison de son faible poids moléculaire et de la 

mobilité qui présente dans les systèmes biologiques. 
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Certains dérivés de 1 ' urée, comme la thiourée et 1 ' hydroxyurée, ont été considérés 

comme de puissants antioxydants (Wang et al , 1999). Cependant, des effets 

cytotoxiques ont été montrés pour ces deux dérivés. Le biuret est aussi un dérivé de 

l'urée qui peut être considéré comme un agent antioxydant potentiel. 

Des protéines à cuivre comme la CP et la DAO ont été signalées conm1e antioxydants 

(Dumoulin et al , 1996; Mateescu et al , 1997; Atanasiu et al , 1998) et agent 

neuromodulateurs (Maltais et al , 2003; Ducharme et al , 201 0) dont la fonctionnalité 

semble être principalement reliée à la présence de cuivre (II) dans sa structure (Bento 

et al , 2007; Ducharme et al , 2010). Cependant, des applications pour les protéines à 

cuivre d' origine animale ne sont pas envisageables considérant qu ' elles ont une masse 

moléculaire élevée et des réponses immunitaires, possiblement létales, qu ' elles peuvent 

générer chez l' individu. Pour cela, dans le présent projet, il a été considéré d' inclure 

l' étude des propriétés antioxydantes et de la biocompatibilité de l'urée, du biuret et de 

leurs complexes à cuivre (II) (Cu(II)Urée2 et Cu(II)Biuret2). 

7.1 Caractérisation structurale des complexes à cuivre (II) 

Les complexes à cuivre (II) ont été synthétisés et leurs structures probables ont été 

vérifiées par spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (Fig. 5.1) et diffraction 

de rayons X (Fig. 5.2). L'étude cristallographique du Cu(II)Urée2 (Fig. 5.2A) révèle 

que les ions Cu (11) sont hexacoordinnés par quatre ponts chlore et par les atomes 

d'oxygène de deux molécules d'urée, montrant une stéréochimie octaédrique allongée. 

La structure proposée pour Cu(II)Biuret2 (Fig. 5.2B) est basée sur la corrélation des 

résultats obtenus par diffraction de rayons X avec notre préparation et ceux décrits par 

Freeman et al (1966) qui a signalé que 1 ' atome de cuivre avait un numéro de 

coordination 6 et que les molécules de biuret comme des chélates bidentés via leurs 

atomes d 'oxygène pourraient agir dans un environnement octaédrique déformé de 

manière tétragonale (Freeman et al , 1966). 
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7.2 Stabilité des complexes à cuivre (II) dans des milieux physiologiques 

Compte tenu de l' utilisation potentielle de ces complexes de cuivre, il était intéressant 

d'explorer leur stabilité dans divers milieux physiologiques. Il est à signaler que les 

spectres du Cu(II)Urée2 et du Cu(II)Biuret2 dans H20 , dans 0,9 % NaCI et dans du SGF 

(pH 1 ,2) ne présentaient pas de grands changements d' allure (Fig. 5.3). Cependant, une 

remarquable diminution du signal (;:::; 50%) a été observé dans les spectres des 

complexes à cuivre (II) dans du SIF (pH 7,4). Dans ce cas, il est possible que les ions 

phosphates présents dans le SIF déplacent les deux ligands du pont chlore semi­

coordinnés des positions apicales en formant un précipité avec le cuivre (II) (Naumov 

et al , 2001). D'autre pa1i, la ressemblance entre les spectres Cu(II)Urée2 et du 

Cu(II)Biureb avec le spectre du CuCh indique une possible instabilité de ces 

complexes dans les milieux aqueux. Pourtant, des études suplemmentaires devraient 

être réalisées afin de verifier si la structure des complexes à cuivre (II) est conservée 

dans divers milieux physiologiques. 

7.3 Capacité antioxydante in vitro 

Dû la complexité des processus d ' oxydation et la grande variété des réactifs 

hydrophiles et hydrophobes utilisés pour la mesure quantitative de l' activité 

antioxydante d' un composé (Cailletet al , 2011), deux différents tests complementaires 

(DPPH • et DEPDA) ont été utilisés pour mesurer la capacité d' un antioxydant potentiel 

de l' urée, du biuret et des leurs complexes. D'ailleurs, le test DEPDA a été déjà utilisé 

pour déterminer de 1 'activité antioxydante de 1 ' urée par Wang et al (1999). 

Le potentiel antioxydant de 1 ' urée, du biuret et des leurs complexes a été mis en 

évidence avec le test DPPH•. Ce test est recommandé pour les composés contenant des 

groupes -SH, -NH et -OH (Popovici et al , 2009; Zou et al, 20 16). Les résultats présentés 

dans la Figure 5.4 (C, D) montrent que le biuret et le Cu(II)Biureb semble avoir une 

capacité antioxydante légèrement supérieure dépendante de la concentration, tandis 
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que l' urée et le Cu(II)Urée2 apparaissent comme n ' ayant aucun rapport avec la 

concentration. 

L'hypothèse qui pourrait expliquer ce comportement.est basée en la cinétique de la 

réaction entre le DPPH• avec les antioxydants (section 2.4) Dans ce cas, il est posible 

que l' urée et le Cu(II)Urée2 aient la capacité de réduire le radical DPPH• par don 

d' hydrogène (du groupe NH) en accomplissant l' étape rapide (Zou et al , 2016) mais 

que le temps d ' incubation utilisé (30 min) dans l' analyse ne fût pas adéquat à la 

cinétique de réaction entre l' urée et le Cu(II)Urée2 avec les produits d ' oxydation 1 

dégradation de 1 ' étape lente (Mishra et al , 20 12) 

D 'autre part, il faut aussi considérer que le DPPH• est un radical stable, non­

physiologique qui persiste pendant des heures en solution, tandis que les radicaux actifs 

dans les organismes vivants ont une durée de vie de 1 ' ordre de millisecondes à secondes 

(Mishra et al , 20 12). Avec une durée de vie aussi courte, la rapidité avec laquelle 

chaque groupe peut piéger les radicaux présents est importante (Xie et al , 2014) . Pour 

cela, il a été proposé que la réaction initiale sur DPPH• soit la seule période pertinente 

pour prédire 1 ' activité d ' un antioxydant potentiel dans les organismes vivants 

(Papariello et al , 1966; Xie et al, 2014). Dans le cas de l ' urée et du Cu(II)Urée2, une 

rapide décoloration de la solution du DPPH•, stable pendant le temps d ' incubation a 

été observé. 

Le potentiel antioxydant de 1 ' urée, du biuret et des complexes cuivriques a été aussi 

évalué par le test DEPDA. En présence d ' urée, de Cu(II)Urée2, de biuret ou de 

Cu(II)Biure12, une partie d 'EROs produites par électrolyse pOUITait être piégée, la 

concentration restante de ces espèces radicalaires dans KH ELS étant mesurée par le 

dosage DEPDA (Fig. 5.4 A,B). Les quatre composés en étude ont montré une capacité 

à piéger les EROs de manière modérée et dépendante de la concentration. Cependant, 

le complexe Cu(II)Biure12 a présenté une activité antioxydante supérieure par rapport 

aux autres composés. Une activité antioxydante supérieure du biuret et du Cu(II)Biuret2 
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par rapport à ceux d ' urée et du Cu(II)Urée2 pourrait être due à la présence de plus de 

groupes amides dans le ligand biuret qui ne sont pas impliqués dans la coordination du 

complexe ou à une meilleure configuration favorable au processus de piégeage. 

L' importance de ces résultats vient du fait que les EROs produits dans ce test sont 

générés aussi dans les organismes vivants . Alors, les résultats obtenus permettent 

prédire que les quatre composés en étude pourraient avoir une activité antioxydante 

dans les organismes vivants. 

7.4 Le test rouge neutre versus MTT pour le dosage de la viabilité cellulaire 

en présence de composés cuivriques 

Les conditions utilisées dans les tests pour des antioxydants in vitro ne sont pas 

comparables à celles retrouvées in vivo. Pour cela d' autres essais sont nécessaires avant 

d' arriver aux conclusions sur l' action bénéfique des antioxydantes sur les systèmes 

biologiques. En outre, l' évaluation des possibles effets toxiques des complexes était 

impérative à cause de la présence dans leurs structures du cuivre qui peut devenir 

toxique pour les organismes vivants lorsque son homéostasie est perturbée. 

L' évaluation de la biocompatibilité d' une large liste des composés peut être réalisée en 

utilisant des essais de viabilité cellulaire. Cependant, il est nécessaire sélectionner 

soigneusement les tests de viabilité adéquate aux besoins de la recherche et en tenant 

compte les interférences qui ont été rapportées . 

Les tests MTT et le RN sont couramment utilisés pour évaluer les effets de différents 

composés sur la viabilité des cellules neuronales P 19. En absence de complexes à 

cuivre (II), les deux essais ont donné des relations linéaires entre l ' absorbance et le 

nombre de neurones ensemencés (Fig. 6.1 ). Néanmoins, les cultures traitées avec des 

composés à cuivre et analysées par le dosage MTT ont montré des augmentations 

d'absorbance à la longueur d'onde de référence (664 nn1). L' analyse des spectres 

d'absorbance du formazan et MTT obtenus en absence et en présence de composés de 

cuivre (Fig. 6.2 A-D) a favorisé l'hypothèse selon laquelle une absorbance élevée à la 
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longueur d' onde de référence était causée par l' interaction des composées à cuivre (II) 

avec le f01·mazan. Il convient de noter que cette interférence n 'est pas un problème dans 

des conditions d ' incubation cellulaire (en absence de composés de cuivre) puisque les 

niveaux de cuivre seraient trop bas pour un tel effet. 

L' interférence éventuelle des composés du cuivre (II) dans la mesure de la viabilité 

cellulaire par le test RN a été aussi évaluée. Les spectres d' absorption du RN en 

presence ou absence des composés de cuivre n' ont pas presenté de changement 

(position et intensité de la bande absorption). Il est à noter que le test RN était plus 

sensible que le test MTT, nécessitant moins de cellules pour l' analyse. 

7.5 Biocompatibilité de l'urée, du biuret et de leurs complexes de cuivre (Il) 

Ainsi , la biocompatibilité des composés étudiés sur les cultures de neurones P19 a été 

évaluée par le test de viabilité RN. Bien que l' urée n' a pas affecté la viabilité cellulaire, 

le biuret a légèrement diminué la viabilité de manière dépendante de la concentration 

(Fig. 5.5 A,B). La toxicité du biuret peut être due à sa transformation dans des produits 

différents à 1 ' urée ou à son action en tant qu 'agent chaothropique. Cependant, la voie 

métabolique de dégradation du biuret dans les cellules neuronales reste 

encore mconnue. 

D'autre part, la complexation du biuret et l' urée avec le cuivre (II) a induit ou accentué 

la diminution de viabilité cellulaire en mode dépendant de la concentration (Fig. 5). 

Bien que le biuret, le Cu(II)Urée2 et le Cu(II)Biuret2 présentent une remarquable 

activité antioxydante mesurée par les méthodes in vitro DPPH et DEPDA, ils ont 

affecté la viabilité neuronale. Les résultats suggèrent que, dans les systèmes 

biologiques, des phénomènes supplémentaires pourraient se produire. Par exemple, les 

complexes de cuivre bidenté Cu(II)Biureb et monodenté Cu(II)Urée2 pourraient libérer 

des ions de cuivre dans le milieu de culture, ce qui pourrait générer des EROs et 

favoriser l' apoptose et endommager l' ADN (Jembrek et al , 2014; Halliwell et al , 2015). 
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Pourtant, la cytotoxicité des complexes à cuivre (II) était plus faible par rapport aux 

concentrations équivalentes de CuCh. Le cuivre libre génère des radicaux hydroxyles, 

très réactifs, à partir du H202, (réaction Fenton, Fig 2.1); (Carocho et al , 2013). Les 

radicaux hydroxyles attaquent en oxydant tous les matériaux biologiques. Les 

dommages de 1' ADN sont causés lors de la réaction des radicaux •OH avec les 

nucléiotides (Guanine, Adénine, Cytosine et Thymine) (Misiaszek et al , 2012). Les 

acides gras polyinsaturés qui fom1ent partie de la membrane cellulaire et les li proteines 

peuvent être également oxydés par Je radical hydroxyle en initiant ainsi des chaînes de 

peroxydation lipidique (Carocho et al , 20 13). Les acides aminés, les protéines et les 

enzymes peuvent aussi endommagés par l'action du radical •OH (Carocho et al, 2013). 

7.6 Effet de l'urée sur la survie des neurones P19 soumis au stress oxydatif 

Il est à remarque que 1 ' urée présente non seulement une bonne biocompatibilité 

cellulaire, mais aussi un effet in vitro de piégeage des EROs. Plus précisément, l' urée 

présente une bonne biocompatibilité dans une gamme de concentrations relativement 

large (Fig. 5.5A). L' urée a précédemment été montrée comme ayant des propriétés 

cardioprotectrices en conditions d' ischémie-reperfusion (Wang et al , 1999). Pour cela, 

il était intéressant d ' étudier un rôle protecteur possible de l' urée sur la survie des 

neurones P19 soumis au stress oxydatif. À cette fin , les neurones ont été cultivés en 

présence d'un milieu SNB appauvri en antioxydants (SNB (-AO)) afin d' isoler l 'action 

de l' urée. 

L'impact bénéfique de l' urée sur la viabilité des neurones P19 exposés à la solution 

KH ELSa été montré (Fig. 5.7). Le rôle protecteur de l ' urée dans Je modèle neuronal 

P 19 est probablement dû à sa capacité de piégeage des EROs. En fait, il est connu que 

l' oxydation des phospholipides membranaires par des EROs est l'une des causes de 

maladies neurodégénératives. L' apparition de péroxydes de lipides et les activités 

enzymatiques antioxydantes diminuées se sont révélées étroitement liées à la fom1ation 

de plaques séniles et aux enroulements neurofibrillaires dans les cerveaux (Pisoschi et 
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al, 20 15). La carbonylation des protéines est également induite par le stress oxydatif 

dans le cortex frontal , pariétal et l' hippocampe des personnes ayant des maladies 

neurodégénératives (Hensley et al, 1996). Dans ce contexte, la possible action 

neuroprotectrice de 1 'urée pourrait être très importante. En fait, les résultats présentés 

montrent que les neurones peuvent pousser dans un milieu enrichi en urée qui peut les 

protéger contre les dommages causés par l'excès d 'espèces pro-oxydantes. Cependant, 

d'autres recherches sont nécessaires pour évaluer le rôle réel de 1 ' urée dans les 

systèmes biologiques. 



CONCLUSION 

En conclusion, les résultats ont montré que si bien le Cu(II)Urée2 et le Cu(II)Biuretz 

présentent une activité antioxydante in vitro mesurée par les tests DPPH et DEPDA, ils 

affectent la viabilité neuronale. Néamoins, la cytotoxicité de ces complexes était plus 

faible par rapport aux concentrations équivalentes de CuCb. Differement du biuret, 

l' urée est biocompatible et a une action neuroprotrectrice. 

Les résultats obtenus peuvent être considérés comme innovateurs, en ajoutant de 

nouveaux points de vue sur l' urée qui était considérée un toxique pour la santé. En 

effet, en conditions de défaillance rénale, le sujet doit être soumis aux dialyses. La 

toxicité de 1 ' urée est générée par des concentrations élevées d ' urée (1 0-50 mM). 

La nouveauté des travaux dans le cadre de ce projet de maîtrise est que 1 ' urée à des 

concentrations physiologiques (2 .5-7.5 mM) présente une activité antioxydante 

et neuroprotrectrice. 

L' urée présente donc de propriétés antioxydantes considérables et de protection 

tissulaire. Wang et al (1999) ont montré une action cardioprotectrice de 1 ' urée. Nos 

résultats récents montrent en plus, une action neuroprotectrice. Cet aspect est important 

considérant que les neurones sont particulièrement sensibles au stress oxydatif, l' une 

des causes de maladies neurodégénératives (Alzheimer et Parkinson). Pour de futurs 

travaux, il serait intéressant d' investiguer plus en détaille mécanisme par lequel l' urée 

est capable de protéger les cellules neuronales Pl9 ainsi en augmentant leur viabilité 

et croissance. 

---- ------------- ----------- ---
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Complexes de cuivre avec propriétés antioxydantes 
Mariela Gomez Perez*, Pompilia Ispas-Szabo, Mircea Alexandru Mateescu 

Résumé 

Le cuivre est un élément essentiel pour le métabolisme humain et il est bien connu que 

sa carence entraîne divers troubles cliniques. Ce métal est essentiel à 1 ' utilisation 

normale du fer et de différents enzymes. L'urée est le produit final contenant de 1 'azote 

le plus courant du catabolisme des protéines. Des études précédentes ont révélé les 

propriétés antioxydantes et cardioprotectrices de 1 ' urée et ses dérivés ainsi que pour 

des protéines de cuivre (la céruloplasmine et les amineoxidases). 

L'objectif principal de cette étude vise l' évaluation des propriétés antioxydantes des 

complexes de cuivre avec l' urée (Cu(II)Urée2) et biuret (Cu(II)Biureb) ayant une 

masse moléculaire significativement plus faib le que celles des métalloprotéines et qui 

présentent aussi une bonne biocompatibilité et stabilité dans des milieux 

physiologiques. La réponse des antioxydants aux différentes sources de radicaux peut 

varier dépendamment de la méthode d ' évaluation. 

Chaque complexe a été caractérisé structurellement et 1 ' évaluation de 1 ' activité 

antiradicalaire a été faite en utilisant la méthode colorimétrique N, N -diéthyl-p­

phénylènediamine (DPD), la méthode TEAC modifiée (Trolox Equivalent Antioxidant 

Capacity fast assay) ainsi que la méthode DPPH(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl). Les 

données suggèrent que le complexe (Cu(II)Biureb) présentait des propriétés 

antiradicalaires légèrement plus élevées par rapport au (Cu(II)Urée2) et indiquent un 

mécanisme de transfert de protons. 
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18th Annual Chemistry and Biochemistry Graduate Research Conference. 

Université de Concordia. 20 Novembre 2015 . 

Copper complexes with antioxidant properties 

Mari ela Gomez Perez* , Pompilia Ispas-Szabo, Mircea Alexandru Mateescu 

Abstract 

Cardiac dysfunctions were largely attributed to the adverse effects of reactive oxygen 

species (ROS). lt has been reported that scavengers and antioxidants including copper 

proteins (ceruloplasmin and aminooxidase) and urea exert cardioprotective effects. 

This study proposes two coppers complex Cu(II)Urea2 and Cu(II)Biuret2 and the 

investigation of their radical scavenging activities. Each complex was synthesized and 

characterized structurally using spectral techniques (FTIR, X -Ray diffraction) and 

elemental analysis. Their antiradical activities were measured using the colorimetrie 

method with N, N-diethyl-p-phenylenediamine (DPD) and the modified method TEAC 

(Trolox Equivalent Absorption Capacity) fast assay. The pro-oxidant species were 

generated by electrolysis. The results showed a good correlation between the 

concentration of the complexes and the anti-radical activity. The complex Cu(II)Biure12 

exhibited higher scavengmg properties for free radicals compared with 

Cu(II)Urea2.The data also supports the hypothesis of a mechanism based on proton 

transfer occurring in the studied systems. 



ANNEXE2 

DONNÉES SUPPLEMENTAIRES SOUMISSES EN ANNEXE AU MANUSCRIT 
« L'URÉE ET SES COMPLEXES DE CUIVRE COMME AGENTS 
ANTIOXYDANTS ET NEUROPROTECTEURS » (CHAPITRE V) 

ANALYSE DE LA STRUCTURE DU CU(II)UREA2 ET DU CU (II)BIURET2 

Table A 2.1 Crystal data and structure refinement for C2HsCbCuN402 

Empirical formula C2HsChCuN402 
Fom1ula weight 254.56 
Tem perature/K 100 
Crystal system monoclinic 
Space group P2, /n 
a/À 3.7887(2) 
b/Â 8.4675(4) 
elA 12.4449(5) 
afD 90 
~/o 92.467(3) 
y/0 90 
Volume/Â3 398.87(3) 
z 2 
Pcaicg/cm3 2.120 
)-l/mm-1 18.698 
F(OOO) 254.0 
Crystal size/mm3 0.04 x 0.04 x 0.02 
Radiation GaKa (À.= 1.34139) 
28 range for data collection/0 10.998 to 121.146 
Index ranges -4 < h < 4, -10 < k < 10, 0 < 1 < 16 
Reflections collected 906 
Independent reflections 906 [Rint = ?, Rsigma = 0.0373] 
Datalrestraints/parameters 90610169 
Goodness-of-fit on F2 1.563 
Final R indexes [I>=2a (I)] R, = 0.0509, wR2 = 0.1490 
Final R indexes [ail data] R, = 0.0534, WR2 = 0.1498 
Largest diff. peaklhole 1 e A-3 0.51/-0.50 
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Table A 2.2 Frequencies and assignation of characteristic bands of urea and 
Cu(II)Urea2 

__ F_r_~quencies (cm- 1) _ 

Assignation 
N-H stretching 

C=N 

v CO + NH2 bending 
NH2 bending, v CO 

v MO 

Urea Cu(II)Urea2 
3444 3461 
3348 3391 
3259 3355 

2360 
2336 
1680 
1602 

3307 
3229 
2361 
2336 
1645 
1576 
419 

Table A 2.3 Frequencies and assignation of characteristic bands of biuret and 
Cu(li)Biuret2 

Frequencies (cm- 1) 

Assignation Biuret Cu(II)Biureb 
N-H stretching 3458 3430 

3048 3349 
3217 3248 

3178 
3016 2998 

v CO 1718 1679 
NH2 bending, v 1602 1577 

co 
v CN antisymm. 1419 1482 

1362 1360 
v MO 490 

·-··--··---·-··-··-···-----····-··-· ·-·--------
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Table A 2.4.1 Bond Lengths for C2HsChCuN402 

A tom A tom Length/Â A tom A tom Length/Â 
Cul Cll 1 2.9605(16) Cul 01 3 1.955(4) 
Cul Cil 2.2921(15) 01 Cl 1.262(8) 
Cul Cll 2 2.9605(16) Nl Cl 1.324(8) 
Cul Cll 3 2.2921 (15) N2 Cl 1.345(9) 
Cul 01 1.955(4) 

Symrnetry codes: -1 +X,+Y,+Z; 22-X, 1-Y,l-Z; 31-X, 1-Y, 1-Z 

Table A 2.4.2 Bond Angles for C2HsChCuN40 2 

A tom A tom A tom Anglet A tom A tom A tom Anglet 
Cil Cul Cl1 1 180.0 01 Cul Cll 3 95.39(13) 
Cl1 1 Cul Cll 2 91.42(5) 01 Cul Cll z 84.61(13) 
Cll z Cul Cll 3 180.0 01 1 Cul Cil 88.14(14) 
Cl1 1 Cul Cil 3 88.58(5) 01 1 Cul Cll 3 84.61(13) 
Cil Cul Cll 3 91.42(5) 01 Cul 01 1 180.0 
Cil Cul Cllz 88 .58(5) Cl 01 Cul 133 .6(4) 
01 1 Cul Cll z 95.39(13) 01 Cl Nl 118.9(6) 
01 Cul Cil 91.86(14) 01 Cl N2 123.0(6) 
01 Cul Cil 1 88 .1 4(14) Nl Cl N2 118.1 (6) 
01 1 Cul Cll 1 91.86(14) 

Symmetry codes: 11-X, 1-Y,I-Z; 22-X,I-Y, 1-Z; 3-1 +X,+Y,+Z 

Table A 2.4.3 Hydrogen Bonds for CzHsChCuN40 2 

D H A d(D-H)/Â d(H-A)/Â d(D-A)/Â D-H-A/0 

Nl HIA N2 1 0.84(7) 2.46(7) 3.260(9) 160(6) 
Nl HlB Cil z 0.77(7) 2.58(7) 3.303(7) 158(6) 
N2 H2A Cll 3 0.79(8) 2.50(8) 3.279(6) 169(8) 
N2 H2B 01 4 0.86(8) 2.46(8) 3.156(7) 138(7) 

Symmetry codes: 3/2-X,-l /2+Y,3/2-Z: 2-I /2+X.3/2-Y. I/2+Z; 3-l +X,+ Y.+Z: ' I/2-X.! /2+Y,3/2-Z 
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Table A 2.4.4 Hydrogen Atom Coordinates (À x 1 04) and Isotropie Displacement 
Parameters (Â2x 1 03) for C2HsChCuN4Ü2 

A tom x y z U(eq) 
H1A 7840(180) 4450(80) 8320(50) 18(16) 
H1B 6540(170) 5840(80) 8780(50) 15( 16) 
H2A 2500(200) 7250(90) 6740(60) 40(20) 
H2B 3300(200) 761 0(100) 7840(70) 40(20) 

Symmetry codes: 3/2-X,-I /2+Y,3/2-Z; 2-I /2+X,3/2-Y,I/2+Z; 3-l+X,+Y,+Z; ' I/2-X,I/2+Y,3/2-Z 
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Figure A 2.1 Concentration-dependent effects of urea in cel! viability per the NR 
assay. Day 4, P19 neurons were incubated 48 hours with urea at different 
concentrations. Values are presented as means ±SEM (n = 3). 



ANNEXE3 

DONNÉES SUPPLEMENT AIRES ANNEXÉES AU MANUSCRIT « LE TEST 
ROUGE NEUTRE VERSUS MTT POUR LE DOSAGE DE LA VIABILITÉ 

CELLULAIRE EN PRÉSENCE DE COMPOSÉS CUIVRIQUES »(CHAPITRE VI) 

1.2 A - Formazan 
B - Fonnazan 

-+Cu(II)His2 1J.!M 
- • + Cu(II)His2 10J.!M 1 

-+Cu(II)Ser2 1J.!M 
- · ·+Cu(II)Ser2 10J.!M 

--- + Cu(II)His2 100!-tM ······. --- +Cu(II)Ser2 100i.J.M 
0 .8 · · · · · · + Cu(II)His2 200!-tM ...... + Cu(II)Ser2 200i.J.M 
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Figure A 3.1 Spectrophotometric profiles of formazan in the presence of various 
concentrations of Cu(II)His2 (A), Cu(II)Ser2 (B), Cu(II)Urea2 (C) and 
CuCh (D) in vitro. 
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+ Cu(II)Ser2 (!lM) 
Formazan 50 100 200 

Figure A 3.2 Changes in the col or of formazan solution upon addition of Cu(II)Ser2. 
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